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Karotenoidy jsou přírodními pigmenty vyskytujícími se v rostlinách a mnohých 
mikroorganismech, jako jsou řasy, kvasinky a bakterie. Představují nejrozšířenější skupinu 
antioxidantů s významným biologickým účinkem. Lipidy jsou esenciální složkou všech živých 
organismů. Jsou zdrojem a zásobárnou energie pro organismy, kterou lze využít také 
v petrochemickém průmyslu pro produkci biopaliv. Tato práce se zabývá studiem 
produkčních vlastností karotenoidů a lipidů vybranými kmeny kvasinek, řas a sinic, a to 
s cílem aplikace získaných poznatků a nalezení vhodné levné alternativy pro mikrobiální 
biotechnologickou produkci těchto metabolitů s využitím odpadních substrátů. Obsah 
karotenoidů, ergosterolu a koenzymu Q v buňkách byl stanovován kapalinovou 
chromatografií. Obsah lipidů a profil mastných kyselin byl analyzován plynovou 
chromatografií. Morfologie buněk a lokalizace vybraných metabolitů byla analyzována 
technikou časově rozlišené fluorescenční mikroskopie. V této práci byly využity kvasinkové 
rody Sporobolomyces, Cystofilobasidium a Rhodotorula. Z řas a sinic byl použity rody 
Desmodesmus, Cyanothece, Chlamydomonas, Synechoccocus a Chlorella. V celkovém 
porovnání produkčních vlastností, dosahovaly nejvyšší produkce kvasinky Z vybraných 
kmenů, bylo největších výtěžků karotenoidů dosaženo u kmenů S. pararoseus, C. capitatum 
a R. mucilaginosa a lipidů u kmenů C. infirmominiatum a S. metaroseus. 
KLÍČOVÁ SLOVA 





Carotenoids are natural pigments occurring in plants and many microorganisms, such as 
algae, yeast and bacteria. They represent the most common group of antioxidants with 
significant biological effect. Lipids are an essential component of all living organisms. They 
are the source and the reservoir of energy for organisms, which can also be used in the 
petrochemical industry for the production of biofuels. This thesis deals with the production 
properties of carotenoids and lipids by selected strains of yeasts, algae, and canobacteria, in 
order to apply the acquired knowledge and find cheap suitable alternatives for microbial 
biotechnological production of these metabolites using waste substrates. Carotenoids, 
coenzyme Q, and ergosterol in cells were determined by liquid chromatography. The lipid 
content and fatty acid profile was analyzed by gas chromatography. Cell morphology and 
localization of selected metabolites were analyzed by fluorescence lifetime imaging 
microscopy. In this work yeast genera Sporobolomyces, Cystofilobasidium and Rhodotorula 
were used. As the representatives of the algae and cyanobacteria strains of Desmodesmus, 
Cyanothece, Chlamydomonas, Synechoccocus and Chlorella strains were studied. In the 
overall comparison, the yeast strains were more productive than algae and cyanobacteria. 
The highest carotenoid production was found in S. pararoseus, C. capitatum and R. 
mucilaginosa cells, while the highest lipid yield was observed in strains of C. infirmominiatum 
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1 ÚVOD  
Rozvoj průmyslu a techniky umožnil v posledních stoletích populační explozi, která sebou 
nesla i mnohé neblahé následky. Stále více se vyčerpávají zásoby nerostných surovin.                  
Zhoršující se podmínky k životu, vedou ke snaze nalézt nové možnosti produkce paliv, léčiv 
a jiných pro lidstvo důležitých látek. Obrovský rozmach a rozvoj genových technik a 
biotechnologií nám nabízí možnost využít mikroorganismy pro produkci právě těchto látek, a 
to i z odpadních materiálů jiných průmyslových odvětví. Je proto nutné studovat jednotlivé 
druhy mikroorganismů a vybrat nejvhodnější producenty námi požadovaných látek, a také 
nalézt optimální podmínky produkce. 
 Karotenoidy jsou přirozenou skupinou přírodních pigmentů s významnými biologickými 
vlastnostmi, jejichž producenty jsou v největší míře vyšší a nižší rostliny, ale najdeme je také 
i u živočichů a mikroorganismů. Karotenoidy mají mnoho biologických funkcí. Jako anténní 
systémy jsou aktivní součástí fotosyntetického aparátu. Slouží jako prekursory vitamínů a 
hormonů v organismu. Fungují jako velmi silné antioxidanty a byl také prokázán jejich 
ochranný účinek v celé řadě chorob, jako je například rakovina. Jsou využívány 
v potravinářském, zemědělském, kosmetickém a farmaceutickém průmyslu. Vyrábí se z nich 
množství léčiv, vitamínových preparátů, barviv a doplňků stravy. V zemědělském průmyslu 
se přidávají do krmných směsí.  
 Lipidy zaujímají v organismu mnoho důležitých funkcí. Jsou zdrojem a zásobárnou 
energie, hlavní složkou biomembrán a rozpouští hydrofobní vitamíny A, D, E, K. Bylo také 
prokázáno, že nenasycené mastné kyseliny mají pozitivní vliv na hladinu cholesterolu.. 
Hlavními možnostmi komplexního průmyslového využití lipidů se jeví biopaliva a potravinové 
doplňky obsahující zvýšený obsah nenasycených mastných kyselin. Jednou z možných cest 
získání těchto látek je využití potenciálu mikroorganismů převést uhlíkatý substrát včetně 
různých typů organických odpadů na karotenoidy a lipidy. 
 Tato diplomová práce se zabývá srovnáním metabolické aktivity vybraných kmenů 
kvasinek, řas a sinic, a to z hlediska produkce karotenoidů a lipidů, optimalizací kultivačních 
podmínek a výběrem potenciálního kmene pro průmyslovou biotechnologickou produkci. 
Kmeny byly kultivovány v několika typech médií, lišících se v poměru a množství uhlíku a 
dusíku. Byly provedeny též kultivace na odpadním materiálu syrovátce.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Kvasinky 
Kvasinky jsou heterotrofní jednobuněčné eukaryotní organismy řadící se do říše Fungi. 
Nejsou schopné fotosyntézy. Vyskytují se na celé planetě a dosud bylo popsáno 1500 druhů 
kvasinek, přičemž se předpokládá, že je to zhruba 1 % celé populace kvasinek na planetě. 
Kvasinky mohou žít jednotlivě nebo spojené v koloniích, kde tvoří tzv. pseudomycelia nebo 
falešná mycelia. Velikost kvasinek se poměrně liší v závislosti na druhu, životním prostředí a 
nutričních podmínkách daného prostředí, ve kterém žijí. Obecně se však velikost kvasinek 
pohybuje v rozmezí 3 - 4 μm v některých případech i 40 μm. Kvasinky se rozmnožují 
nepohlavně procesem mitosy a asymetrickým dělením zvaným pučení [1, 2]. 
2.1.1 Karotenogenní kvasinky 
Jsou to vybrané druhy kvasinek, které obsahují enzymatický aparát schopný produkce 
karotenoidních pigmentů. Díky produkci karotenoidů jsou tyto druhy charakteristické svým 
zbarvením pohybujícím se mezi odstíny červené až žluté barvy, způsobeným akumulací 
zmiňovaných barviv v buňce, a jsou proto nazývány též „červené kvasinky“. Mezi nejhojněji 
produkované karotenoidy kvasinek můžeme zařadit torularhodin, torulen a  
β-karoten.  Skladba karotenoidů v jednotlivých buňkách se liší zejména na základě druhu 
dané kvasinky, živném médiu a okolních podmínkách, jako je světelné spektrum a jeho 
intenzita. Karotenogenní kvasinky řadíme do třídy Basidiomycetae. Tato třída obsahuje 
vybrané kvasinkové rody známé nadměrnou produkcí karotenoidů, např. 
Cystophilobasidium, Rhodotorula  a Sporobolomyces. Tyto rody jsou také známé vysokou 
produkcí lipidů se zvýšeným obsahem polynenasycených mastných kyselin (PUFA), které 
nacházejí široké uplatnění jak v potravinářství, tak v průmyslu biopaliv [1, 2, 5]. 
2.1.1.1 Rod Sporobolomyces 
Tento rod obsahuje přibližně dvě desítky druhů karotenogenních kvasinek. Nejznámější jsou 
pak druhy Sporobolomyces roseus (Kluyver a Van Niel, 1924) a Sporobolomyces 
salmonicolor (Kluyver, 1924). Jedná se o imperfektní formu rodu Sporidiobolus. Tyto druhy 
jsou charakteristické tvorbou balistokonidií, povětšinou asymetrických. Vyskytují se 
v atmosféře a fylosféře. Zdrojem dusíku jsou atmosférické deriváty dusíku jako nitráty a 
redukované formy dusíkatých sloučenin. Buňky jsou protáhlého či elipsoidního tvaru 
s rozměry 3-8 x 5-18 µm. Sporobolomyces nemá kvasné schopnosti a vyznačuje se 
poměrně silnou karotenogenezí s převažujícím zastoupením β-karotenu, torularhodinu a 
torulenu. Může růst v několika uspořádáních jako pseudohyfa, pravá hyfa, balistokonidie a 
jednotlivá buňka. Nátěry Sporobolomyces jsou charakteristické tmavě-červenou barvou  





Obr. 1 Sporobolomyces roseus [66] 
2.1.1.2 Rod Rhodotorula 
Z rodu Rhodotorula jsou nejznámější druhy Rhodotorula mucilaginosa (Harrison, 1928) a 
Rhodotorula glutinis (Harrison, 1928). Jedná se o imperfektní formu rodu Rhodosporidium. 
Rod má silně vyvinutý pentózový cyklus a nezkvašuje cukry. Tvar buněk je spíše oválný a 
někdy protáhlý. Nevytvářejí žádné spory ani psyudomycelia a barva kultur se pohybuje 
v širokém rozmezí korálově červené až lososovité. Kvasinky rodu Rhodotorula jsou 
ubikvitními organismy, a lze je běžně nalézt ve vodách, půdě, na povrchu rostlin a také 
v různých orgánech živočichů. Rhodotorula není náročná na kultivaci a zdroj živin, zejména 
na množství dusíku. Často proto roste v půdách s nižším obsahem tohoto prvku. Tento rod je 
charakteristický produkcí kombinace karotenoidů torularhodinu, torulenu a β-karotenu. Je 
také schopná akumulovat velké množství lipidů s poměrně vysokým obsahem nenasycených 
mastných kyselin. Rhodotoruly se rozmnožují vegetativně polárním a multilaterálním 
pučením. Kolonie na agaru jsou lesklé, hladké až slizovité (Obr. 2). Barva nátěru je korálově 
červená až lososovitá [1, 2, 5, 12]. 
 
 
Obr. 2 Rhodotorula glutinis 
2.1.1.3 Rod Cystofilobasidium 
Do tohoto rodu řadíme například Cystofilobasidium capitatum (Fell, Hunter a Tallman, 1983), 
Cystofilobasidium bisporidii (Fell, Hunter a Tallman, 1983)., a Cystofilobasidium 
infirmominiatum (Fell, Hunter a Tallman, 1988). Rod se řadí do čeledi Rhodotorulacea                  
a je příbuzný rodu Rhodotorula, od něhož se liší typem basidia, která jsou jednobuněčná  
(tzv. holobasidia). Tvoří hladké lesklé kolonie. Buňky mají kulatý až protáhlý tvar (Obr. 3).  
Druh Cystofilobasidium capitatum je homotalický druh, což znamená, že jeho červené až 




 Tvoří-li hyfy, dochází k produkci endokonídií. Primární sporidia nemusí pučet 
v bazidiospory, ale na septované mycelium. Po vypučení na bazidiospory dochází 
k degeneraci primárních sporidií. Všichni zástupci tohoto rodu obsahují v buněčné stěně 
xylosu a jsou schopné utilizovat glukuronát. Všechny generace populace se považují za 
diploidní [1, 2, 6]. 
 
 
Obr. 3 Cystophilobasidium capitatum 
2.2 Sinice 
Sinice (Cyanobacteria) jsou skupinou oxygenních fotosyntetických prokaryot zahrnujících 
jednu fylogenetickou skupinu v doméně Bacteria. Základní vlastností vymezující tuto skupinu 
od jiných bakteriálních druhů je přítomnost fotosyntetických systémů (PSI a PSII) a jejich 
fototrofní způsob růstu. U některých druhů se v průběhu evoluce vyvinul i částečný 
chemoheterotrofní způsob růstu. Na základě morfologických znaků, zejména struktury 
buněčné stěny, jsou Cyanobacteria řazeny mezi gramnegativní bakterie, jejichž prapředkem 
jsou fotosyntetizující anaerobní bakterie. Sinice ovšem v rámci bakteriální fylogeneze 
představují slepou vývojovou větev [15, 16]. 
 Buněčná stěna je tvořena peptidoglykanovou vrstvou, často mnohem silnější než u jiných 
druhu gramnegativních bakterií. Často se vyskytuje ještě další vnější obal označovaný jako 
pochva či glykokalyx, a v závislosti na jeho struktuře jsou jednotlivé kultury označovány jako 
gelovité, rosolovité či slizovité [15, 16, 17]. 
 V mnoha ohledech mají sinice typické rysy prokaryotních organismů. Obsahují bakteriální 
typ ribozomů a kruhovou molekulu DNA, na druhou stranu však postrádají jakékoliv složitější 
membránové struktury jako chloroplasty a jiné. Na rozdíl od bakterií využívajících 
bakteriochlorofyl, obsahují thylakoidy sinic chlorofyl A jako hlavní fotosyntetický pigment. 
Pomocným fotosyntetickým barvivem je zejména β-karoten, a v menší míře další karoteny a 
xantofyly. Na povrchu thylakoidů se poté vyskytují fykobilizomy tvořené fykobiliproteiny, 
obsahující fykoerythrin, fykocyanin a allofykocyanin, které vytvářejí anténové struktury a 
slouží jako světloměrná složka. Pro Cyanobacteria je charakteristická tzv. chromatická 
adaptace. Je to evolucí daný adaptační mechanismus, při němž dochází ke změně složení 
fykobiliproteinů, umožňující optimálně využívat červenou a zelenou část spektra slunečního 





 Cyanobacteria můžeme nalézt ve formě jednoduchých jednobuněčných buněk, vláknitých 
stélek, nebo také kolonií různých tvarů a velikostí závislých na jednotlivých druzích sinic. 
Výše zmíněné formy jsou tzv. vegetativní formy buněk. Cyanobacteria si vytvořily během 
svého vývoje i jedinečné struktury jakými jsou heterocyty a akinety. Heterocyty jsou buňky 
schopné vázat vzdušný dusík ve formě amonných iontů. Tyto buňky jsou produkovány na 
trichomech bez pochvy a obsahují protoplast hyalinního charakteru s tlustou buněčnou 
stěnou obdobnou u akinet. Akinety jsou obrannou formou buněk sinic vytvářených ve velmi 
nepříznivých podmínkách, schopné přežít v životaschopném stavu několik desítek let.  
Rozmnožují se nepohlavně, a to buněčným dělením a fragmentací vláken [15, 18]. 
 Schopnost některých druhů rodu Cyanobacterium vázat vzdušný dusík je dána 
přítomností enzymu nitrogenasy, který je schopen vzdušný dusík redukovat do formy 
amonných iontů. Protože aktivita nitrogenasy je podmíněna anaerobním prostředím, probíhá 
fixace dusíku zejména v nezelených heterocytech, ve kterých neprobíhá fotosyntéza. 
Vegetativní zelené buňky mohou fixovat vzdušný dusík pouze v temné části dne, kdy je 
potlačen jinak silně převažující fotosyntetický aparát [17].  
 Cyanobacteria osidlují mořské i sladkovodní vody celé planety, kde se volně pohybují ve 
vodě jako plankton, ale i na dně přisedlé k podkladu. Neméně významným životním 
prostředím je i půdní prostředí, kde jsou sinice nezastupitelným faktorem ovlivňujícím 
cirkulaci živin v ekosystému. Jako jedny z mála mikroorganismů jsou schopné přežít i 
v nehostinných prostředích sopečných prachů, horkých vřídel, skal a mnoha dalších. Sinice 
jsou producentem mnoha biologicky aktivních látek, které lze využít jako farmaka, biologické 
pesticidy a další průmyslově významné látky [18]. 
 Cyanobacteria rozdělujeme do čtyř pododdělení: Chroococcales, Pleurocapsales, 
Oscillatoriales a Nostocales [15, 24]. 
2.2.1 Rod Cyanothece 
Rod Cyanothece zahrnuje širokou skupinu jednobuněčných diazofických sinic řazených do 
pododdělení Chroococcales. Cyanothece sdílí řadu vlastností s rodem Synechococcus. 
V obou případech mohou jednotlivé buňky obsahovat tenkou vrstvu glykoproteinu na 
povrchu. Často tvoří agregáty, ne však slizovité kolonie. Oba rody se rozmnožují podélným 
dělením. Existuje však řada rozdílných vlastností, které vedly k rozdělení této původně 
sloučené skupiny organismů. Cyanothece jsou oválného tvaru s délkou více než 3 μm  
(Obr. 4). Buněčná stěna je relativně silná a obsahuje sférické hladké váčky, jejichž funkce 
nebyla dosud popsána. Všichni zástupci rodu obsahují geny kódující enzym nitrogenasu 
[16, 17, 24].  
 Cyanothece vyrovnává produkci kyslíku a dusíku prostřednictvím fotosyntézy a fixace 
vzdušného kyslíku. Dosahuje toho oddělením těchto procesů ve světlé a temné fázi dne. 
V průběhu dne ukládá energií získanou z fotosyntézy do glykogenových granulí. V noci 
dochází k rozkladu glykogenu a uvolněná energie je prvně použita pro syntézu enzymu 
nitrogenasy a poté pro energeticky vysoce náročnou fixaci dusíku. Fixovaný dusík je poté 






Obr. 4 Cyanothece (Komárek, 1976) 
2.2.2 Rod Synechococcus 
Jedná se o rod jednobuněčných cyanobakterií granulovitého tvaru řazený do pododdělení 
Chroococcales (Obr. 5). Rod je široce rozšířený v mořském prostředí, zejména ve vodách 
s dostatkem světla. Velikost buněk se pohybuje v rozmezí 0,8 - 1,5 μm. Je jednou 
z nejdůležitějších složek planktonu mírně tropických oceánů.  
 Mořské formy mají kokovitý tvar buňky o velikosti 0,6 - 1,6 μm. Jedná se o gramnegativní 
buňky s vysoce strukturovanou buněčnou stěnou, která může obsahovat výstupky či vakuoly 
nedefinované funkce na svém povrchu. Buňky se pohybují klouzavým pohybem. Zástupci 
rodu jsou obligátními autotrofy využívajícími dusičnany a amoniak jako zdroj dusíku. 
Předpokládá se, že zástupci tohoto rodu nejsou schopni fixovat vzdušný dusík na rozdíl od 
výše zmíněných zástupců sinic [15, 14, 17]. 
  
 
Obr. 5 Synechococcus nidulans (Nägeli, 1849) 
2.3 Řasy 
Pod oddělením řasy se skrývá velká různorodá skupina eukaryot řadících se mezi nižší 
rostliny. Ve skutečnosti jsou řasy seskupením nepříbuzných skupin organismů, které nemají 
jednoho společného předka a jen málo z nich je blízce příbuzných s rostlinami. Nalezneme 
zde jednobuněčné druhy jako Chlorella vulgaris, Chlamydomonas reinhardtii, tak i 
mnohobuněčné formy hnědých, červených a zelených řas. Řasy se řadí mezi autotrofy a 
jsou tedy schopné fotosyntézy. Chloroplasty řas vznikly pravděpodobně primární 
endosymbiózou se sinicí nebo až sekundárně symbiózou s jinou řasou. U některých druhů 
jednobuněčných řas došlo evolucí k potlačení fototrofie a vývinu mixotrofního způsobu 





 Řasy se vyskytují na celé planetě a ke svému životu potřebují, v určitém rozsahu, 
přítomnost vody. U složitějších mnohobuněčných řas je přítomnost vody striktně vyžadována 
a tyto druhy rostou ve sladkých a slaných vodách. Jednobuněčné řasy jsou v tomto ohledu 
méně náročné a některé druhy rostou i v tropických pralesech s dostatečnou vzdušnou 
vlhkostí. Řasy jsou součástí vodních ekosystémů, ruduchy a chaluhy slouží jako potrava a 
úkryt menších živočichů, mikrořasy jsou nedílnou součásti fytoplanktonu. U řas se 
setkáváme s pohlavním, nepohlavním i vegetativním rozmnožováním [20, 22, 24]. 
Řasy dělíme do několika pododdělení: 
1. Rhodophyta (Červené řasy)  
2. Dinophyta (Obrněnky)  
3. Cryptophyta (Skrytěnky) 
4. Chromophyta (Hnědé řasy) 
5. Euglenophyta (Krásnoočka) 
6. Chlorophyta (Zelené řasy) 
2.3.1 Rod Chlorella 
Rod Chlorella obsahuje zelené jednobuněčné řasy patřící do pododdělení Chlorophyta. 
Jedná se o jednoduché sladkovodní organismy, rozmnožující se výhradně dělením. Buňky 
neobsahují pohybové organely, mají kulovitý tvar a dorůstají velikosti 2 - 10 μm (Obr. 6). 
Tento rod je charakteristický svou rychlou reprodukcí založenou na velmi efektivním 
fotosyntetickém aparátu. Má poměrně nízké nároky na růstové podmínky a obsah živin.  
 Je v současnosti široce využívána zejména jako potravinový doplněk díky vysokému 
obsahu proteinů, minerálů a vitamínů. Zástupci rodu jsou schopni produkovat poměrně velké 
množství tuků s vysokým obsahem nenasycených mastných kyselin [18, 20, 21, 24]. 
 
 
Obr. 6 Chlorella vulgaris (Beijerinck, 1890) 
2.3.2 Rod Chlamydomonas 
Chlamydomonas je rod zelených řas, známých jako pláštěnky, sestávající z jednobuněčných 
bičíkovců obývajících stojaté vody, vlhké půdy a dokonce i zasněžené krajiny jako „sněžná 
řasa“. Chlamydomonas reinhardtii (Dangeard, 1899) je využívána jako modelový organismus 
v molekulární biologii, zejména pro studium motility bičíků, dynamiky chloroplastů, biogenezi 
a genetiky. Jsou charakteristické svými bičíky, které jsou propojeny s kontraktilními 
vakuolami (Obr. 7). Podstatnou část buněčného prostoru zabírá chloroplast obsahující pásy 
thylakoidů, které ale nejsou organizovány do struktur podobných granům [20, 21]. 
 Buňky zástupců tohoto rodu také obsahují rodopsinové iontové kanály, které fungují jako 
senzory slunečního záření, řídící fototaxi buňky. Tyto kanály dále kontrolují elektrickou 
polarizovatelnou buněčných membrán, vnitřní pH buňky, tok vápenatých iontů do buňky. 
Protein rodopsin obsahuje kofaktor retinal, jenž je jednou z mnoha chemických forem 
vitamínu A. Při absorpci světla dochází k excitaci retinalu a změně jeho all-trans konformace 
na 13-cis-retinal. Tato změna indukuje změnu konformace rodopsinu a otevření kanálu. Rod 
se vyživuje převážně autotroficky, ve tmě je však schopen utilizovat organický zdroj C  





Obr. 7 Chlamydomonas reinhardtii 
2.3.3 Rod Desmodesmus 
Desmodesmus je rodem nepohyblivých koloniálních zelených řas rostoucích jednotlivě či 
v koloniích tvořících cenobia o 4, 8 či 16 jedincích uspořádaných v řadě uvnitř ochranného 
pouzdra (Obr. 8). V optimálních světelných a nutričních podmínkách roste samostatně. 
V přítomnosti predátorů (např. hrotnatka), nevyvážených nutričních podmínkách či jejich 
absolutnímu nedostatku vytváří výše zmíněná cenobia [20, 24]. 
 Další formou ochrany, zejména proti dravcům, je tvorba silné buněčné stěny a slizkého 
obalu, který je udělá nestravitelnými. Proti některým dravcům vytváří selektivně toxické látky 
Zástupci rodu jsou běžnou součástí sladkovodního planktonu. Využívají se pro 
experimentální studie fotosyntézy a znečišťování životního prostředí. V kooperaci 
s bakteriemi se používají v kanalizačních čistících procesech, kde slouží jako zdroj kyslíku 
pro bakterie schopné odbourávat organický odpad. Rod Desmodesmus je velmi obsáhlý, 









Biotechnologická produkce a poptávka po karotenoidech v posledních letech celosvětové 
vzrůstá. Je to dáno vlastnostmi a z nich plynoucí možností využití karotenoidů. Karotenoidy 
nacházely uplatnění po desetiletí v celé řadě odvětví průmyslu farmaceutického, 
potravinářského či zemědělského. V posledních letech se poptávka po karotenoidech zvedla 
ve spojení s medicínou a zdravým životním stylem, díky jejich pozitivnímu vlivu na tlumení 
chronických onemocnění, či sníženi možnosti výskytu kardiovaskulárních chorob a také 
využití v doplňcích stravy pro sportovce i běžnou populaci.  Je proto potřeba najít efektivní a 
levnou cestu mikrobiální biotechnologické produkce karotenoidů ve vysokém výtěžku i 
čistotě [25, 28, 29]. 
 Pojem karotenů jako první zavedl v roce 1831 Wackenroder. Ve své práci izoloval a 
popsal pigment z mrkve dnes známý jako β-karoten. V roce 1837 Berzelius izoloval žlutá 
barviva ze starých listů a zavedl pojem xantofylů, jakožto molekul s příbuznými vlastnostmi a 
strukturou jako karoteny. Na počátku 20 století poté Cvet tyto chemicky příbuzné látky spojil 
do skupiny karotenoidů obsahujících jak uhlovodíkové karoteny, tak jejich kyslíkové deriváty 
xantofyly [28, 30, 31]. 
2.4.1 Struktura a zařazení 
Karotenoidy jsou skupinou molekul řadících se mezi terpenoidy, přesněji do skupiny 
tetraterpenů. Jsou to produkty sekundárního metabolismu rostlin a některých 
mikroorganismů vycházející z isoprenoidní dráhy. Z chemického hlediska to jsou 
nenasycené alifatické a cyklické uhlovodíky a jejich příslušné kyslíkové deriváty. Obecná 
struktura karotenoidů se vyznačuje jen několika variantami uhlíkového skeletu rozděleného 
do lineárního řetězce 22 atomů uhlíku, tvořeného konjugovaným systémem dvojných vazeb 
s větvením tvořeným methylovými skupinami a postranními konci, které mohou být lineární, 
rozvětvené nebo cyklické. Dvojné vazby v řetězci karotenoidů výrazně preferují konfiguraci 
trans. Cis konfigurace se vyskytuje pouze ve dvojných vazbách nesubstituovanými methyly  
[27, 29, 33].  
 Karotenoidy dělíme do dvou hlavních skupin: 
a) Anoxygenní uhlovodíky: Karoteny 
b) Oxygenní deriváty: Xantofyly a dále také ketony, kyseliny a epoxidy  
 Většina známých karotenoidů se řadí do skupiny oxygenních derivátů a vznikají jako 
oxidační produkty anoxygenních tetraterpenů (karotenů). Variabilita jednotlivých struktur 
karotenoidů je poté dána variabilním zakončením řetězce tvořeného 9 atomy uhlíku, dle 
kterého můžeme karotenoidy rozdělit do tří skupin [27, 29, 33]. 
1) Acyklické  
- zakončení tvořeno lineárním řetězcem  
- δ-karoten, lykopen, neurosporen 
2) Monocyklické 
- jeden konec řetězce je pětičlenný či šestičlenný cyklus  
- torulen, tolularhodin, γ-karoten 
3) Bicyklické 





















    
 




















    
 




Obr. 9 Struktura vybraných karotenoidů [37] 
2.4.1.1 Karoteny 
Vychází ze struktury nejjednoduššího základního karotenu lykopenu, který je tvořen 
lineárním polynenasyceným uhlovodíkovým řetězcem. Další karoteny poté vznikají 
enzymatickou úpravou (zejména cyklizací). V tomto procesu vznikají α- a β-iononové 
struktury na konci řetězce. Dle přítomnosti této struktury na jednotlivých řetězcích 
rozlišujeme jednotlivé deriváty. Mezi zástupce s jednou β-iononovou strukturou řadíme např.  
γ- karoten a ψ-karoten. Naopak nejznámější zástupce karotenoidů β-karoten je tvořen 
dvěma β-iononovými strukturami [27, 29, 33, 37]. 
2.4.1.2 Xantofyly 
Xantofyly jsou produkty biochemické oxidace karotenů. Nejběžnějšími zástupci jsou 
monohydroxy- deriváty acyklických karotenů, tzv. kryptoxantiny. Příkladem je rhodopin Tyto 
deriváty jsou obsaženy v rostlinných pletivech, kde slouží jako prekursory pro xantofyly 
obsahující dvě hydroxylové skupiny v molekule. Příkladem dihydroxylovaných karotenů jsou 




2.4.2 Vlastnosti karotenoidů 
Nejznámější vlastností karotenoidů je jejich barva, která vychází ze struktury samotné 
molekuly, a je dána konjugovaným systémem násobných vazeb. Barevné spektrum 
karotenoidů se pohybuje od žluté, přes oranžovou až po sytě červenou barvu. Maximum 
absorpce světelného záření se pohybuje v rozmezí 400 až 500 nm, přičemž posuny 
absorpčních maxim jednotlivých derivátů jsou způsobeny vlivem jednotlivých substituentů a 
poloze dvojných vazeb na koncích molekul.  
 Jsou to nepolární látky nerozpustné ve vodě. Obtížně samostatně difundují do vnitřního 
prostoru buňky a nacházejí se proto uvnitř membrán buněk. Karotenoidy jsou poměrně 
stabilní vůči vlivům pH a redukčních činidel. Velmi citlivé jsou však na působení intenzivního 
záření a oxidačních činidel, v jejichž důsledku dochází k jejich rozkladu. Velké množství 
násobných vazeb v molekulách karotenoidů ochotně reaguje s oxidačními činidly, jako jsou 
například kyslíkové radikály. Díky tomu mají karotenoidy silné antioxidační vlastnosti  
[25, 30, 33, 34]. 
2.4.3 Funkce karotenoidů 
Karotenoidy zaujímají mnoho funkcí v metabolismu rostlin a živočichů. Hlavní funkce je dána 
jejich silnou antioxidační aktivitou. V organismu slouží jako lapače radikálů a jiných 
reaktivních forem kyslíku a dusíku. Tyto radikály v organismu působí na biologicky významné 
sloučeniny jako proteiny, nukleové kyseliny a pozměňují jejich strukturu a funkci. Kaskáda 
reakcí iniciována těmito radikály vede k změně ve struktuře buněk, poškození tkání či vzniku 
nádorového bujení. Karotenoidy brání také peroxidaci lipidických membrán. Největší 
antioxidační aktivitu vykazuje lykopen a β-karoten. 
 Velká část karotenoidů je prekursorem retinolu (vitamínu A), který je nezbytný pro 
správnou funkci zrakového ústrojí. Karotenoidy jsou také součástí fotosyntetického systému. 
Působí zde jako tzv. anténová barviva a napomáhají přenášet excitované elektrony do 
reakčního centra a zvyšují tím účinnost celého procesu [33, 35, 36, 37]. 
2.4.4 Biosyntéza karotenoidů 
Jak již bylo zmíněno, karotenoidy jsou produkty isoprenové dráhy, která je součásti 
sekundárního metabolismu. Biosyntéza probíhá ve dvou fázích. Prvním krokem je syntéza 
tzv. aktivované formy isoprenu  isopentenylpyroifosfátu (IPP). V druhé fázi mohou aktivované 
izoprenové jednotky kondenzovat třemi způsoby: „hlava - pata“, „hlava – hlava“ nebo  
„pata – pata“. Následnou úpravou poté vznikají jednotlivé deriváty karotenoidů [26, 28, 37]. 
2.4.5 Isoprenoidy 
Isoprenoidy jsou jednou z nejstarších a nejrozsáhlejších skupin látek na zemi nacházející se 
ve většině živých organismů naší planety. Do této rozsáhlé skupiny řadíme celou řadu látek 
rozličných funkcí, jako např. silice, vonné látky, pohlavní atraktanty, jedy, růstové faktory a 
polymery. Dlouhé nenasycené izoprenové řetězce také nalézáme v struktuře ubichinonu, 
známého jako koenzym Q10, plnícího nepostradatelnou roli elektronového přenašeče. 
K isoprenoidům se řadí i steroly, jež jsou nezbytnou součásti biomembrán zajišťující její 
fluiditu a u obratlovců také sloužící jako prekursory steroidních hormonů a žlučových kyselin. 
A v neposlední řadě k isoprenoidům řadíme také výše zmíněnou důležitou skupinu 
karotenoidů [25, 26, 28, 34]. 
 Isoprenoidy jsou odvozeny od pětiuhlíkatého skeletu isoprenu. Enormní rozmanitost 
struktur a tedy i rozmanitost vlastností a funkcí jednotlivých zástupců je dána množstvím 
kondenzovaných jednotek isoprenu, jejich cyklizací, štěpením, oxidací a dalšími reakcemi. 
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2.4.5.1 Isopren a syntéza IPP a DMAPP 
Isopren je nenasycený uhlovodík nepolárního charakteru, odvozený od 1,3-butadienu,              
od něhož se liší methylovou skupinou navázanou na druhém uhlíku.  Vyskytuje se v přírodě 
ve fosilních palivech a živých organismech. Zde se vyskytuje ve dvou formách, a to jako 
samotný isopren, nebo jeho aktivované formy isopentenylpyrofosfát  a dimethylallypyrofosfát 
(DMAPP). Samotný isopren se vyskytuje zejména v rostlinách, které ho syntetizují 
z dimethylallypyrofosfátu s využitím enzymu isoprensyntasy. K zvýšené produkci isoprenu 
dochází při mírně zvýšené teplotě, kde chrání rostliny před teplotními stresy. Aktivované 
formy isoprenu podstupují kondenzační reakce za vzniku isoprenoidů [43, 44]. 
 V přírodě se vyskytují dvě odlišné cesty biosyntézy IPP: mevalonátová dráha a nedávno 
objevená deoxy-D-xylulosa-5-fosfátová dráha (DXP). Z provedených studií evoluční historie 
enzymů přítomných v těchto metabolických drahách a fylogenetické distribuce 
odpovídajících genů napříč genomy všech organismů, získané informace naznačují, že 
mevalonátová dráha je relevantní pro Archaebacteria, deoxy-D-xylulosa-5-fosfátová dráha 
pro Eubacteria, a že Eukaryota zdědily své geny pro biosyntézu IPP od prokaryot. Výskyt 
genů specifických pro DXP dráhu je omezen pouze na Eukaryota obsahující plastidy, což 
naznačuje, že tyto geny byly získány od cyanobakteriálního prapředka plastidů. Výsledky 
naznačují, že pro vývoj plastidů a tedy i přenos genů zodpovědných pro vývoj DXP dráhy 
hrály významnou roli také boční přenosy genů mezi zástupci Eubacteria [43]. 
2.4.5.2 Syntéza IPP mevalonátovou dráhou 
 Mevalonátová dráha je metabolickou cestou chrakateristickou pro všechny vyšší 
Eukaryota a řadu bakterií. Tato dráha je důležitá pro syntézu IPP a DMAPP, které slouží také 
jako základ pro biosyntézu molekul v řadě odlišných procesů, jako je prenylace proteinů, N-
glykosylace či syntéza hormonů. Pro tuto dráhu syntézy IPP je výchozí molekulou 
isoprenoidní dráhy molekula acetyl-CoA, která kondenzuje s acetoacetylem-CoA, který je 
meziproduktem biosyntézy mastných kyselin, za vzniku β-hydroxy-methylglutaryl-CoA  
(HMG-CoA). Následnou redukcí HMG-CoA vzniká mevalonová kyselina. Ta je poté dvojitě 
fosforylovaná a dekarboxylovaná za vzniku IPP (Obr. 10). IPP poté působením enzymu 














































































Obr. 10 Schéma syntézy IPP a DMAPP [10] Chyba! Nenalezen zdroj odkazů. 
2.4.5.3 Syntéza IPP deoxyxylulosa-5-fosfátovou dráhou 
Na rozdíl od klasické mevalonátové dráhy, mají rostliny, Protozoa a Eubacteria schopnost 
produkce IPP a DMAPP alternativní cestou, za využití deoxy-D-xylulosa-5-fosfátové dráhy 
probíhající v buněčných plastidech. Bioyntéza zde začíná kondenzací pyruvátu a  
D-glyceraladehyd-3-fosfátu, za vzniku 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfátu (DXP). Klíčové izomery 
IPP a DMAPP jsou poté vytvořeny řadou enzymatických kroků, počínaje konverzí DXP                
na 2C-methyl-D-erythritol-4-fosfát, následovanou navázáním citydylového zbytku a fosfátové 
skupiny za vzniku 4-difosfocitydyl-2-C-methyl-D-erythritol-2-fosfátu (Obr. 11). Ten poté 
podstupuje cyklizační reakci spojenou s přesmykem fosfátové skupiny, za vzniku  
4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl pyrofosfátu. Posledním redukčním krokem vzniká 





































































































































Obr. 11 Deoxy-D-xylulosa-5-fosfátová dráha 
2.4.5.4 Syntéza karotenů 
Pro syntézu karotenoidů je kritický první krok tvorby prvního 40-ti uhlíkatého skeletu fytoenu, 
který vzniká kondenzací „hlava k hlavě“ dvou molekul geranylgeranylpyrofosfátu (GGPP) 
působením enzymu fytoensyntasy. Pro vznik GGPP dochází ke kondenzaci „hlava k patě“ 
dvou jednotek geranylpyrofosfátu (GPP) vzniklého kondenzací dvou jednotek 
isopentenylpyrofosfátu. Vzniklý fytoen poté podstupuje sérii 4 po sobě jdoucích 
desaturačních reakcí za vzniku lykopenu, který obsahuje 11 nenasycených vazeb (Obr. 12). 
Lykopen je následně cyklizován na β-karoten dvěma β-cyklizacemi nebo na α-karoten 
jednou β- a jednou ε-cyklizací. Tyto dva typy kruhů jsou tvořeny rozdílnými enzymatickými 
mechanismy enzymy lykopen β-cyklásou a lykopen ε-cyklásou. Tvorba ε-kruhů a syntéza 
β,ε-karotenoidů vedoucích k syntéze α-karotenu a jeho derivátů, jsou dva klíčové rozdíly 
rozlišující biosyntézu karotenoidů v rostlinách a biosyntézu v sinicích, houbách a bakteriích 




Obr. 12 Schéma syntézy lykopenu [27] 
 
 











































Biotechnologický průmysl se v posledních letech stále více zaměřuje na mikrobiální produkci 
lipidů, a to s využitím zejména odpadních zdrojů z přírodních látek a oleogenních 
mikroorganismů. Takto vyprodukované lipidy označované jako „single-cell oils“, jsou složeny 
převážně z triacylglycerolů a v malé míře stearylesterů.  O velkokapacitní výrobu single-cell 
oils (SCO) je obrovský zájem vzhledem k tomu, že mikroorganismy využívané pro tvorbu 
SCO tvoří přirozeně odlišnou skladbu lipidů, než tomu je u savců a člověka, ve které jsou 
obsaženy medicínsky a dieteticky důležité polynenasycené mastné kyseliny (PUFA). Mezi 
tyto kyseliny řadíme např. kyselinu linolovou, linolenovou, arachidonovou                                         
a eikosapentaenovou [25, 26, 38]. 
 S rozvojem ekologického „eco-friendly“ myšlení v celosvětové populaci a příslušných 
právních předpisů, vznikl obrovský trh pro využití lipidů v automobilovém průmyslu. 
S příchodem bionafty dramaticky stoupla cena rostlinných surovin obsahujících lipidy a 
s nimi spjaté ceny potravin. Tato situace vedla k snaze objevit a zavézt nové nekonveční 
zdroje lipidů, které by byly využity pro bionaftu. Jako jedna z variant se jeví právě využití 
oleogenních mikroorganismů a odpadních substrátů z potravinářského a zemědělského 
průmyslu. Potenciál této cesty spočívá ve schopnosti mikroorganismů produkovat relativně 
velká množství lipidů na množství vyprodukované biomasy, a to s poměrně velkým 
zastoupením PUFA a dále také na schopnosti mikroorganismů utilizovat jako zdroj energie 
řadu odpadních substrátů [40].  
 Lipidy jsou jednou ze základních skupin molekul přítomných v živých organismech.  Plní 
zde mnoho rozličných a nezastupitelných funkcí, od zásob energie, přes prostředí pro 
rozpouštění nepolárních látek, tepelnou izolaci, až po základní stavební prvky biomembrán. 
Jsou to produkty primárního metabolismu, získávány jsou také z potravy, zejména esenciální 
nenasycené mastné kyseliny u heterotrofů.  Lipidy jsou sloučeniny nepolárního charakteru 
nerozpustné ve vodě, z chemického hlediska se jedná o estery alkoholů a vyšších mastných 
kyselin. Lipidy rozdělujeme do dvou základních skupin jednoduchých a složených lipidů 
[25, 26]. 
1. Jednoduché lipidy – dále rozdělované na acylglyceroly (oleje, tuky) a vosky, což jsou 
estery vyšších mastných kyselin a vyšších alkoholů 
2. Složené lipidy – strukturně se jedná acylglyceroly, kde je jedna z esterových vazeb 
esterifikována jinou kyselinou, např. fosforečnou. Dále také obsahují další vázané složky 
jako sacharidy, alkoholy a další. Díky obsahu těchto látek, získávají složené lipidy 
amfipatický charakter. Řadíme zde např. fosfolipidy, glykolipidy. 
2.5.1 Metabolismus lipidů 
Biosyntéza lipidů se skládá z několika kroků. Prvním krokem je syntéza mastných kyselin a 
aktivované formy glycerolu. V druhém kroku jsou poté mastné kyseliny (MK) a glycerol 
kondenzovány za vzniku triacylglycerolů. Biosyntéza lipidů probíhá v cytosolu buněk a je 
aktivována při nadbytku ATP, inzulinu a velké koncentraci výše zmíněného acetyl-CoA [26]. 
2.5.1.1 Biosyntéza mastných kyselin 
 Výchozím intermediátem pro syntézu MK je acetyl-CoA. První molekula acetyl-CoA                   
je pomocí enzymu acetyl-CoA-transacetylasy převedena na acetyl-ACP a poté navázána na 
cysteinový zbytek enzymatického komplexu syntézy mastných kyselin (FAS) za uvolnění 
ACP. Druhá molekula acetyl-CoA je působením acetyl-CoA karboxylasy prodloužena o jeden 
uhlík za vzniku malonyl-CoA, a poté převedena na malonyl-ACP. Konjugačním enzymem je 
takto vzniklý malonyl-ACP převeden na FAS komplex obsahující acetylový zbytek. 
Následnou kondenzací spojenou s dekarboxylací vzniká působením β-oxoacyl-ACP-
syntasou acetoacetyl-ACP [26]. 
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 Dále na FAS komplexu je vzniklý acetoacetyl-ACP zpracováván řadou enzymatických 
reakcí zahrnujících redukci oxo- skupiny β-ketoacyl-ACP-reduktasou na β-hydroxybutyryl-
ACP. Následnou dehydratací katalyzovanou β-hydroxyacyl-dehydrogenasou vzniká  
α,β-trans-butenoyl-ACP. Posledním krokem je druhá redukce enoyl- α,β-reduktasou za 
vzniku finálního butyryl-ACP znázorněném na obrázku níže (Obr. 14). Tímto postupem se 2C 
řetězec počátečního acetyl-CoA prodloužil o dva uhlíky. Tento mechanismus je poté 6x  
opakován za vzniku 16C  řetězce kyseliny palmitové (palmitoyl-ACP), který je působením 
palmitoylesterasy hydratován a vyštěpen z FAS komplexu. Následnými enzymatickými 
reakcemi, specifickými pro jednotlivé organismy, je palmitová kyselina transformována na 
























































Obr. 14 Schéma biosyntézy acylglycerolů 
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2.5.1.2 Biosyntéza triacylglycerolů 
Posledním krokem syntézy lipidů je esterifikace glycerolu s připravenými mastnými 
kyselinami působením acyltransferas. Aktivované formy glycerolu (glycerol-3-fosfát, 
dihydroxacetonfosfát) jsou získávány zejména z glykolýzy sacharidů. První esterifikační 
reakcí glycerol-3-fosfátu a MK vzniká lysofosfatidová kyselina. Následující esterifikací 
lysofosfatidové kyseliny vzniká fosfatidová kyselina, která je poté využita pro syntézu 
složených lipidů či fosfatázou štěpena za vzniku diacylglycerolu, jehož finální esterifikací 











































































Obr. 15 Biosyntéza triacylglycerolů 
2.6 Ergosterol 
Ergosterol řadíme do skupiny organických molekul zvaných steroly. Jsou to molekuly 
odvozené od základní struktury steranu obsahující minimálně jednu hydroxylovou skupinu. 
Poprvé byl ergosterol izolován ze sklerocií parazitické houby námele (paličkovice nachová) 
rostoucí na žitě. Do této skupiny řadíme také cholesterol, testosteron, aldosteron a řadu 
dalších steroidních hormonů. Ergosterol je hlavní steroidní složkou biomembrán u nižších 
eukaryot, zejména u hub a prvoků, kde má obdobnou funkci jako cholesterol přítomný 
v membránách buněk živočichů. Specifický výskyt ergosterolu u hub a prokaryot je dán 
klimatickou nestabilitou životního prostředí (výkyvy teploty a vlhkosti), ve kterém se prvoci a 
houby běžně vyskytují. Toto vedlo u hub a prvoků k evoluci metabolických drah 
syntetizujících ergosterol jako vhodnou a stabilní alternativu k živočišnému cholesterolu, a to 




 Ergosterol v buňkách zajišťuje fluiditu a stabilitu biomembrán obdobně jako cholesterol.                 
Je také provitamínem vitamínu D2 známého pod názvem ergokalciferol. Expozice 
ultrafialovým zářením iniciuje fotochemickou reakci, kdy je ergosterol transformován na 
ergokalciferol. Pro biotechnologickou produkci bývaly houby po sklizni ozářeny UV zářením a 
tím uměle zvýšena koncentrace vitamínu D. Vyextrahovaná směs provitamínu a vitamínu D 
byla poté využita v doplňcích stravy [51]. 
 Esencialita ergosterolu pro život hub, prvoků a některých protistů, z něj utvořila ideální cíl 
pro antimykotika a další léky proti nemocem způsobovaným právě těmito organismy. 
V kombinaci s jeho absencí v živočiších a člověku tak vznikla celá řada bezpečných léčiv, 
která cíleně blokují syntézu ergosterolu nebo se na něj vážou a mění jeho fyzikálně-
chemické vlastnosti, a tím také vlastnosti celé membrány.  Jedním z nejznámějších případů 
je využití těchto látek jako antimalarik pro léčbu západoafrické spavé nemoci způsobené 











Obr. 16 Ergosterol 
2.7 Ubichinon 
Koenzym Q10, zkráceně koenzym Q, je řazen do skupiny ubichinonů. Tato skupina molekul 
sdílí základní strukturu chinonového jádra.  Předpona ubi- je odvozena od slova ubikvitární, 
tedy všudypřítomný. Jednotliví zástupci ubichinonů jsou rozdělováni podle délky postranního 
řetězce isoprenoidních jednotek. Nejznámějším je právě koenzym Q10, kde číslo 10 označuje 
počet opakování isoprenoidních jednotek v postranním řetězci. Podobnou strukturu jako 
ubichinony má i vitamín K. Koenzym Q10 je přítomný ve většině eukaryotických buněk, 
primárně v mitochondriích. Je nepostradatelnou složkou elektrontransportního řetězce v 
procesu buněčné respirace, kde slouží jako transportér elektronů a protonů [25, 26]. 
 Dále také slouží jako antioxidant v lipidových membránách a mitochondriích. 
Mechanismus účinku ubichinonu je založen na akceptování elektronů a protonů vedoucímu 
k redukci na ubichinol. Ten je poté na konci dýchacího řetězce reoxidován zpět na ubichinon. 
Procesy stárnutí jsou spojeny s poklesem koenzymu Q v mitochondriích. Při jeho nedostatku 
dochází k uvolňování velkého množství volných radikálů a mutaci mitochondriální DNA a 
narušení produkce energie v buňce. Naprosto nezbytná je vysoká koncentrace v srdeční 
svalovině, kde již malý pokles v koncentraci koenzymu Q vede k poruchám funkce srdce  













Obr. 17 Ubichinon 
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2.8 Metody analýzy buněk a jejich metabolitů 
2.8.1 Extrakce 
 Je proces založený na přechodu látek mezi dvě nemísitelné fáze. Typů extrakce je celá 
řada a mohou probíhat mezi fázemi tvořenými jednotlivými skupenstvími (s-l, s-g, l-l, l-g, …). 
Nejčastější formy extrakce jsou extrakce mezi pevnou a kapalnou fází a mezi dvěma 
kapalnými fázemi. Sledované metabolity mají nepolární charakter a jsou vázané 
v lipoproteinové frakci membrán a lipidických vakuolách. Pro jejich izolaci z biomasy 
obsahující velké množství vody je potřeba nejprve narušit strukturu buněk rozetřením 
v acetonu jako extrahovadle. Poté jsou karotenoidy obsažené v lipoproteinové frakci 
zmýdelněny s alkoholickým roztokem KOH. Posledním krokem je vícenásobná extrakce 
v nepolárním organickém rozpouštědle, např. diethyletheru [60]. 
2.8.2 Transesterifikace 
V organické chemii je transesterifikační reakce proces, kdy dochází k výměně 
uhlovodíkového řetězce R1 esteru mastné kyseliny s uhlovodíkovým řetězcem R2 alkoholu. 
Tato reakce je velmi často katalyzována přídavkem báze či kyseliny. Reakci lze také provést 
pomocí katalýzy enzymy (lipásy). V této reakci dochází k nukleofilnímu ataku příchozího 
alkoxidu (R2O
-) na karbonylový uhlík esteru (RCOOR1) za vzniku tetrahedrálního 
intermediátu, který konvertuje na výchozí látku (RCOOR1) nebo na transesterifikační produkt   




















Obr. 18 Mechanismus bazicky katalyzované transestrifikace 
2.8.3 Absorpční spektrofotometrie 
 Podstatou této techniky je absorpce viditelného a ultrafialového záření roztoku molekul 
v rozsahu vlnových délek 200 až 800 nm. Při průchodu je část záření absorbována 
molekulami vzorku a dochází k excitaci valenčních elektronů. Zdrojem spojitého UV záření 
jsou deuteriové či vodíkové výbojky. V případě záření ve viditelné oblasti se využívají 
wolframové a halogenové žárovky. Absorpční prostředí systému tvoří kyveta z křemenného 
skla či plastu a samotný vzorek. Fotoelektrickým detektorem je poté vyhodnoceno množství 
absorbovaného záření. Pro kvantitativní charakterizaci platí Lambert-Beerův zákon, který 
vyjadřuje závislost absorbance na koncentraci (1) [60]. 
 
clA    (1) 
 
Kde A…absorbance, ελ…molární absorpční koeficient, l…optická dráha kyvety,  
c…koncentrace látky 
2.8.4 Chromatografie 
Chromatografické metody se v analytické chemii řadí mezi separační metody. Využívají  
k dělení jednotlivých analytů směsi rozdílné distribuce separovaných analytů mezi dvěma 
fyzikálně a chemicky odlišnými vzájemně nemísitelnými fázemi. První fáze je nepohyblivá 
(stacionární) a druhá pohyblivá (mobilní). Vlastní separační proces je tvořen opakovaným 
vytvářením rovnovážných stavů látek na základě fyzikálně-chemických interakcí mezi 
analytem a mobilní fází, analytem a stacionární fází a také mobilní a stacionární fází.  
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 Z makroskopického pohledu se poté jedná o rozpouštění, srážení, chemisorpci, adsorpci, 
sítový efekt a tvorbu komplexů. Pro chromatografickou separaci je poté charakteristické, že 
výsledná interakce je kombinací výše zmíněných. Celkový čas, který stráví daný analyt 
v chromatografické koloně je poté dán výslednou afinitou k oběma fázím jednotlivě. 
V soustavě se tedy nejvíce zadržují ty látky, které mají největší afinitu k stacionární fázi. 
Tímto se od sebe jednotlivé složky separují a na konec kolony se první dostávají látky méně 
zadržované [60, 64]. 
2.8.4.1 Účinnost chromatografické separace 
Cílem vývoje chromatografických metod je dosažení co nejlepších separačních schopností 
kolony v nejkratším možném čase. Účinnost kolony se odvozuje na základě schopnosti co 
nejlépe separovat složky směsi. Pro popis separační účinnosti kolony byla zavedena 
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kde V  je směrodatná odchylka objemu. Totéž platí pro časové a délkové odchylky.  
 Teoretické patro kolony je definováno jako pomyslná část kolony, kde dochází 
k ustanovení rovnováhy mezi analytem a oběma fázemi kolony. Délka tohoto pomyslného 
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 Počet teoretických pater kolony, lze určit také z chromatogramu s využitím šířky plochy 
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 Počet teoretických pater není exaktní veličinou. Jeho velikost je závislá na retenčním 
faktoru R složky použité pro výpočet, na celkovém stavu stacionární fáze, jejím opotřebení. 
Dalšími faktory ovlivňující počet teoretických pater jsou: délka kolony, rychlost průtoku 
mobilní fáze a její viskozita, velikost částic stacionární fáze [60, 64]. 
2.8.4.2 Retenční charakteristiky 
Separaci a relativní zadržování analytu v koloně lze vyjádřit pomocí retenčního faktoru R. 
V koloně délky L migruje zóna látky s retenčním časem tR, potom je její rychlost definována 
jako v = L/tR. Rychlost migrace látky nezadržované v koloně je dána vztahem u = L/tM, kde tM 












 Retenční objem dané látky je poté definován jako objem mobilní fáze, která protekla 
kolonou za dobu retenčního času dané látky. Mezi těmito veličinami platí vztah (7): 
 
RmR tFV   (7) 
 
kde, Fm je objemový průtok mobilní fáze udávaný v ml∙min
-1 [60, 63, 64]. 
2.8.4.3 Kolony používané pro kapalinovou chromatografii 
Od objevu a vývoje chromatografických technik, zaznamenaly i kolony používané 
v chromatografii intenzivní vývoj. V současnosti jsou na kolony pro HPLC kladeny tyto 
nároky: 
- Odolnost vůči působení vysokých tlaků (desítky MPa) 
- Inertnost vůči působení mobilní fáze 
- Dokonale hladký vnitřní povrch  
 Nejpoužívanějším materiálem splňujícím výše zmíněné podmínky je nerezová ocel či 
tvrzené sklo v nerezovém pouzdře. Pro analýzu se využívají náplňové kolony s délkou 10 až 
300 mm a vnitřním průměrem 2,1 až 5 mm. Částice nosiče vyráběné z odolných materiálů 
jako silikagel, alumina a grafit, mají rozměry 1 – 10 μm pro analytické a 20 – 50 μm pro 
preparativní kolony [60]. 
2.8.4.4 Detektory pro chromatografii 
Pro detekci látek při chromatografické analýze byla vyvinuta řada detektorů, jejichž použití je 
závislé na charakteru a vlastnostech separovaných látek. Na detektory, stejně jako na kolony 
jsou kladené vysoké požadavky: 
- Vysoká citlivost a nízký šum 
- Univerzálnost 
- Lehká obsluha, nízké provozní náklady 
- Specifita 
- Nedestruktivita, spolehlivost, rigidita 
- Široký lineární rozsah odezvy v závislosti na koncentraci daného analytu 
2.8.4.5 Obecné schéma a vývoj kapalinové chromatografie 
Kapalinový chromatogram byl vyvinut z technik sloupcové chromatografie, kde kolona o 
průměrných délkách kolem 50 cm a průměru 2 - 3 cm byla naplněna sorbentem s částicemi 
relativně velkého průměru. Na kolonu byl nadávkován vzorek a poté nalita mobilní fáze, 
jejímž průtokem se postupně eluovaly jednotlivé složky směsi. Eluce byla hnána pouze 
gravitační silou. V kombinaci s odporovými a třecími silami pak byla separace zdlouhavá a 
málo účinná. 
 Nově vzniklá kapalinová chromatografie se od sloupcové lišila v několika základních 
bodech. Průtok mobilní fáze zajišťovaly čerpadla, které dodávaly konstantní průtok mobilní 
fáze o stejném tlaku. Částice stacionární fáze se výrazně zmenšily, a tím došlo ke zvětšení 
aktivního povrchu stacionární fáze a tedy ke zvýšení separační účinnosti. Se zmenšováním 
velikosti částic stacionární fáze však úměrně rostl i odpor, který stacionární fáze kladla proti 
toku mobilní fáze. Byly tedy vyvinuty nové sestavy s pumpami schopnými pracovat za 
extrémně vysokých tlaků. Z nízkotlaké kapalinové chromatografie se tedy vyvinula vysoko 
účinná kapalinová chromatografie (HPLC), jejíž schéma je naznačeno na dalším obrázku 





Obr. 19 Schéma HPLC: 1 – zásobník mobilní fáze, 2 – odplyňovač, 3- směšovač, 4- vysokotlaké 
čerpadlo, 5 – dávkovcí smyčka, 6 – kolona s termostatem, 7 – detektor, 8 – kolektor frakcí, 9 – 
sběr dat [64]. 
2.8.4.6 HPLC/PDA 
Vysokoúčinná kapalinová chromatografie je dnes velmi rozšířenou technikou pro separaci 
složitých směsí analytů. V této metodě je mobilní fáze pod velkým tlakem fáze vháněna 
čerpadly na kolonu, kde dochází k samotné separaci. Jak již bylo zmíněno, separační proces 
je založen na afinitě a interakci analytů s mobilní a stacionární fází. Stacionární fáze může 
být polárního i nepolárního charakteru, přičemž mobilní fáze má opačnou polaritu. Pro 
analýzu karotenoidů se převážně využívá uspořádání, kde stacionární fáze je nepolární a 
mobilní fáze polární. Pro analýzu je důležitý bezpulsní tok, který je zajištěn systémem 
membránových a pístových čerpadel, s možností gradientové eluce. Volba detektoru závisí 
na typu analyzovaných látek. Nejčastějšími detektory jsou: spektrofotometrický, 
refraktometrický, vodivostní, ampérometrický a hmotnostní detektor. 
 Detektor diodového pole (PDA) se řadí mezi spektrofotometrické detektory. Jde o 
univerzální detektor poskytující rychlou a lineární odezvu v širokém rozmezí koncentrací. 
Hlavní části detektoru je řada fotodiod, které snímají jednotlivé vlnové délky. V reálném čase 
lze tedy snímat celé absorpční spektrum dané látky a na základě toho identifikovat danou 
látku [60, 64]. 
2.8.4.7 GC/FID 
Plynová chromatografie je používaná k separaci látek s relativně nízkým bodem varu.  
V plynové chromatografii je mobilní fázi plyn, který nijak neinteraguje se vzorkem. Jako 
nosné plyny se využívají vodík, dusík a helium. V plynové chromatografii je separace 
založena pouze na interakci analytů se stacionární fází. Pro plynovou chromatografii se 
používají náplňové a kapilární kolony. Náplňové kolony jsou konstrukčně i funkčně shodné 
s kolonami pro HPLC. Kapilární kolony jsou tvořeny dutou křemennou kapilárou potaženou 
polyamidem. Vnitřní stěny kapiláry jsou potaženy tenkou vrstvou stacionární fáze. Vzhledem 
k velkému poměru mezi délkou kolony pohybující se v rozmezí 10 až 100 metrů a vnitřním 
průměrem kolony v řádech stovek mikrometrů vytvářejícím obrovskou separační plochu, 
dosahují kapilární kolony plynových chromatografů vysokých separačních účinností. 
Nevýhodou je možnost analýzy analytů s bodem varu do cca 400 °C. Molekuly, které nelze 
běžně separovat plynovou chromatografíí vzhledem k jejich vysokému bodu tání, jsou před 
analýzou transformovány na deriváty s nižším bodem varu (např. převod mastných kyselin 
na jejich příslušné methylestery) [60]. 
 Plamenově ionizační detektor (FID) je jedním z nejrozšířenějších detektorů v plynové 
chromatografii. Je to univerzální detektor pro analýzu téměř všech organických molekul 
s lineární odezvou v širokém rozmezí koncentrací. Detekce analytů je založena na tvorbě 
iontů spalováním organické látky eluované z kolony ve vodíkovém plameni. Množství 
vzniklých iontů a tedy změna vodivosti, je proporcionální koncentraci daného analytu.  
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 Detektor je tvořen hořákem, v jehož spodní části je přívod nosného plynu, vzduchu, 
vodíku a přídavného plynu dusíku. Dále jsou zde dvě elektrody, na které je vloženo stálé 
stejnosměrné napětí. Při průchodu nosného plynu dochází ke generaci nepatrného množství 
iontů. Vodivost plamene je tedy minimální. Vstoupí-li do detektoru společně s nosným 
plynem organická látka, vznikají hořením iontové fragmenty a elektrony, které úměrně 
koncentraci zvýší vodivost plamene a tím také ionizační proud. Odezva je tedy přímo úměrná 
koncentraci látky, závisí však také na struktuře dané látky [60]. 
2.8.5 Fluorescence life-time imaging microscopy 
Fluorescence life-time imaging  microscopy (FLIM) je zobrazovací metoda využívající měření 
rozdílů v klesající intenzitě fluorescence fluoroforů ve vzorku, který je závislý na okolním 
prostředí, nikoli však na koncentraci vzorku. Získaný obraz je tedy založen na snímání dob 
života všech fluoroforů ve vzorku a celkový obraz je složen z dob života jednotlivých 
fluoroforů. Doba života je veličina definována jako průměrný čas, který stráví daný fluorofor 
před deexcitačním procesem a emisí fotonu. Doba života není ovlivněna fotovybělováním, 
nezávisí na tloušťce vzorku a absorpci vzorku. Naopak je silně závislá na pH prostředí, 
struktuře molekul a vzájemných vazbách mezi nimi, teplotě, množství kyslíku a také na 
rozpouštědle a jeho viskozitě. Tato technika umožňuje na základě doby života identifikovat 
jednotlivé fluorofory v buňce a také poměrně přesně lokalizovat buněčné organely [65]. 
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3  EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Použité chemikálie 
3.1.1 Chemikálie použité pro kultivaci kvasinek 
Kvasničný autolyzát, Himedia (Indie)  
D-glukóza monohydrát p.a., Lach-Ner s r.o. (ČR)  
Síran amonný p.a., Lachema (ČR)  
Dihydrogenfosforečnan draselný p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Síran horečnatý heptahydrát p.a., Chemapol (ČR)  
Chlorid sodný p.a., Lachema (ČR)  
Peroxid vodíku 3% COO, Coopharma s r.o. (ČR)  
3.1.2 Chemikálie použité pro kultivaci řas a sinic 
Dusičnan sodný p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Chlorid vápenatý dihydrát p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Kyselina citronová p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Na2-EDTA.2H2O p.a., Sigma-Aldrich (SRN) 
(NH4)5Fe(C6H4O7)2 p.a., Sigma-Aldrich (SRN) 
Uhličitan sodný p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Dihydrogenfosforečnan draselný p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Hydrogenfosforečnan draselný p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Chlorid železitý hexahydrát p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Síran železnatý heptahydrát p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Kyselina boritá p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Chlorid manganatý tetrahydrát p.a., Sigma-Aldrich (SRN) 
Molybdenan sodný dihydrát p.a., Sigma-Aldrich (SRN) 
Dusičnan kobaltnatý hexahydrát p.a., Sigma-Aldrich (SRN) 
Chlorid zinečnatý  p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Chlorid kobaltnatý hexahydrát p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Vitamín B12, Sigma-Aldrich (SRN) 
TAPS, Sigma-Aldrich (SRN) 
Chlorid draselný p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
3.1.3 Chemikálie použité pro extrakce 
Aceton p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Hydroxid draselný p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR)  
Diethylether p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Ethanol pro UV-VIS, Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Petrolether p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Methanol p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
Chlorofrom p.a., Lach-ner, S.r.o. (ČR) 
3.1.4 Chemikálie použité pro HPLC 
Methanol pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)  
Acetonitril pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)  
Ethanol pro HPLC, Sigma- Aldrich (SRN) 
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3.2 Přístroje a pomůcky 
3.2.1 Přístroje a pomůcky pro kultivaci buněk 
Spektrofotometr VIS, Helios δ, Unicam (GB)  
Mikroskop L II ooA, Intraco Micro (SRN)  
GKB Color Digital CCD kamera (Tchaiwan)  
Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s r.o. (ČR)  
Třepačka Yellow line, (SRN)  
Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)  
Analytické váhy Boeco (SRN)  
Box Aura mini BioTech (ČR) 
Kultivátor Multi-Cultivator MC 1000-OD PSI Drásov (ČR) 
 Stojan pro 8 zkumavek 80 ml 
 Termostat s vodní lázní,  
 Vzduchová pumpa 
 Zásobník na destilovanou vodu 
 Detektor optické hustoty – detekce při 680 nm a 720 nm 
 LED diodový zdroj pro každou zkumavku     
3.2.2 Přístroje a pomůcky pro izolaci a analýzu vybraných látek 
HPLC/PDA sestava:  Sestava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)  
  Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, ČR)  
  Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR  
  Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR 
  Vyhodnocovací systém Xcalibur 
 Kolona Kinetex C18, 5 mm, 4,6 x 150 mm,  
 Phenomenex Držák předkolony - KJ0 - 4282, ECOM (ČR)  
 Předkolona - C18,AJ0 - 4287, Phenomenex 
TRACE GC/FID (ThermoQuest S.p.A., Itálie) 
 Kapilární kolona DB-23 o rozměrech 60 m x 0,25 mm x 0,25 μm  
Filtry pro HPLC, PRE-CUT, Alltech (GB)  
Vakuová odparka RV 06, IKA (SRN)  
Vodní lázeň EL-20, Merci a.s. (ČR)  
Systém MicroTime 200,  Picoquant GmbH, objektiv s vodní imerzí Olympus UPLSAPO 
60XW. 
3.3 Použité kmeny mikroorganismů 
3.3.1 Kvasinky 
Rhodotorula glutinis CCY 20-7-26 
Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33 
Rhodotorula mucilaginosa CCY 20-7--31 
Cystofilobasidium infirmominiatum CCY 17-18-4  
Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-2 
Cystofilobasidium macerans CCY 17-19-3 
Sporobolomyces metaroseus CCY 19-6-20 





Cyanothece sp. ATCC 51142 
Synechococcus nidulans CCALA 188 
3.3.3 Řasy 
Chlorella vulgaris CCALA 924 
Chlamydomonas reinhardtii CCALA 974 
Desmodesmus acutus CCALA 437,  
3.4 Kultivace mikroorganismů 
3.4.1 Kultivace karotenogenních kmenů kvasinek 
Vybrané kmeny kvasinek řadíme mezi mezofilní, aerobní organismy s obdobnými požadavky 
na podmínky růstu. Kvasinky byly kultivovány v optimálních podmínkách za neustálého 
třepání, laboratorní teploty a neustálého osvětlení, a to z důvodu produkce karotenoidů. 
Média byly sterilovány dvakrát v rozmezí minimálně 20 hodin po dobu 50 minut v tlakovém 
hrnci s otevřeným ventilem. Kultivace probíhala ve třech fázích [3]. 
3.4.1.1 Inokulum I a II 
Na začátku každé kultivace byly připraveny inokulační média. Kultivace probíhala 
dvojstupňovou inokulací, kdy do sterilního Inokula I, o objemu 50 ml, byly v první fázi v 
očkovacím boxu zaočkovány 3 kličky zvoleného kvasinkového kmene ze zásobních Petriho 
misek. Inokula byla kultivována 24 hodin a poté přeočkována. Objem Inokula I pro 
přeočkování do Inokula II byl volen vždy v poměru 1 : 5. Složení použitého inokulačního 
média pro kultivaci kvasinek je uvedeno v následující tabulce.  
 
Tab. 1. Složení Inokula I a II 
Složka Množství 
Voda 1000 ml 
Kvasničný autolyzát 7 g 
(NH4)2SO4 5 g 
KH2PO4 5 g 
MgSO4·7H2O 0,696 g 
Glukoza 40 g 
3.4.1.2 Produkční medium 
Poslední fáze kultivace byla zahájena přeočkováním inokula II do produkčního média se 
zachováním poměru 1 : 5. Kultivace v produkčních médiích probíhala 96 hodin za stejných 
podmínek jako kultivace inokulačních médií. Pro kultivaci vybraných kmenů kvasinek byly 
zvoleny dva typy produkčních médií. První médium obsahovalo menší poměr C/N  
upřednostňující v kvasinkách tvorbu karotenoidů (dále jen karotenoidní médium). Druhé 




Tab. 2. Složení - Karotenoidní/glukózové médium 
Syntetické m. Syrovátkové m. 
Složka Množství 
Voda 1000 ml 1000 ml 
(NH4)2SO4 4 g 3,1875 g 
KH2PO4 4 g 4 g 
MgSO4·7H2O 0,696 g 0,696 g 
Glukóza 30 g - 
Syrovátka - 41,67 g 
 
Tab. 3. Složení - Lipidové médium 
Syntetické m. Syrovátkové m. 
Složka Množství 
Voda 1000 ml 1000 ml 
(NH4)2SO4 1 g 0,6958 g 
KH2PO4 4 g 4 g 
MgSO4·7H2O 0,4 g 0,4 g 
Glukóza 56 g - 
Kvasničný autolyzát 1 g 1 g 
Syrovátka - 41,67 g 
 
Tab. 4. Složení použité syrovátky 
Složka m [g/100 g výrobku] 
Tuky 1,5 g 
Nasycené mastné kyseliny 1 g 
Sacharidy 72 g 
Bilkoviny 12,5 g 
Sůl 3,2 g 
3.4.2 Růstové křivky  
Růstové křivky byly stanoveny pro všechny kmeny stejným způsobem dle následujícího 
schématu. Po zaočkování produkčních médií bylo první a druhý den kultivace odebíráno  
každé dvě hodiny 10 ml vzorku biomasy na gravimetrická stanovení množství biomasy. 
Vzorky byly centrifugovány při 5000 otáčkách po dobu 10 minut. Následně byl odstraněn 
supernatant a zbylá biomasa byla promyta 5 ml destilované vody a opět centrifugována. 
Takto promytá buněčná biomasa byla poté rozsuspendována v 1 ml destilované vody, přelita 
do předem vysušené a zvážené váženky, a poté umístěna do sušárny vyhřáté na 80 °C a 
vysušena do konstantní hmotnosti. Poté byla váženka přenesena do exsikátoru a po 
ochlazení zvážena. Dále byl také odebrán 1 ml vzorku, který byl vhodně naředěn a použit na 
spektrofotometrické stanovení turbidity při 630 nm. Hodnoty získané spektrofotometrickým 
měřením byly poté vztaženy na množství suché biomasy stanovené gravimetricky. 
Z výsledných dat byla poté sestrojena kalibrační závislost.  
 Po 48 hodinách kultivace byly odebírány vzorky v rozmezí 4 hodin dle následujícího 
schématu. Z jedné láhve obsahující 180 ml kultury, bylo odebráno 100 ml kultury na 
stanovení ergosterolu, koenzymu Q a karotenoidů, 40 ml na stanovení lipidů, 10 ml a 1 ml na 
stejná měření jako v předchozích dnech.  
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3.4.3 Velkokapacitní kultivace ve fermentorech 
Pro velkokapacitní kultivace kvasinek, testování a porovnání výtěžnosti a vlastností  
scale-up procesů byly využity fermentory o objemu 4 a 100 l. V první fázi bylo připraveno 
vícenásobnou kultivací inokulum o dostatečném objemu postupy zmíněnými v kapitole 
3.4.1.1. Poměr zaočkovaného inokula k produkčnímu mediu 1 : 5, zůstal zachován. Kultivace 
probíhala 48 hodin. V průběhu kultivace byly odebírány vzorky v pravidelných intervalech. 
Vzorky byly zpracovány a analyzovány stejnými postupy, jako klasická laboratorní kultivace 
v Erlenmeyerových baňkách. 
 Fermentorová nádoba byla vyčištěna a naplněna produkčním médiem. Byly zapojeny 
sondy pro snímání hodnoty pH, množství rozpuštěného kyslíku (pO2), redoxního potenciálů a 
optické hustoty (OD, turbidita). Byla kalibrována pH sonda pomocí standardů s pH = 4,00  
a pH = 7,01. Vstupní a výstupní otvory fermentorové nádoby byly uzavřeny a utěsněny.  
 Nádoba byla poté sterilována po dobu 15 minut při 120 °C v autoklávu. Po zapojení 
přívodu chladící vody, sond a vzduchu bylo médium ochlazeno na teplotu 28 °C a 
kalibrována sonda pO2. Pomocí peristaltických čerpadel byly zapojeny přívody báze (30 % 
NaOH ve vodě), inokulační kultury a látky snižující pěnivost média (Antifoam). Jako externí 
zdroj světla byla využita zářivka. Inokulum bylo přečerpáno do produkčního média a 
zahájena kultivace. Pro kultivaci byly nastaveny tyto podmínky (Tab. 5): 
 
Tab. 5. Kultivační podmínky ve fermentoru 
pH 5,5 
Teplota 28 °C 
pO2 30 % 
Průtok vzduchu 2 l/min 
Zdroj světla – zářivka P, f 11 W, 50 Hz 
  
 Kromě výše zmíněných hodnot byly během kultivace sledovány tyto parametry: Počet 
otáček míchadla, turbidita, redoxní potenciál a spotřeba báze. Pro pilotní fermentaci 
v kultivačním tanku o objemu 100 l byly zachovány stejné postupy a podmínky s tím 
rozdílem, že zdroj světla byl přímo v nádobě a sterilizace probíhala vlastním zabudovaným 
sterilizačním procesem (párou). 
3.4.4 Zpracování biomasy a stanovení jejího množství 
Stanovení množství biomasy bylo provedeno spektrofotometricky při 630 nm. Vzorek 
biomasy byl vhodně naředěn tak, aby maximální hodnota naměřené absorbance 
nepřekročila hodnotu 1,5 a tím byla zajištěna lineární odezva signálu. V případě kultivací na 
odpadním médiu syrovátce bylo jako blank využito médium, které bylo připraveno souběžně 
s produkčními médii, aby se dosáhlo minimálních nepřesností v naměřených hodnotách. 
Získané hodnoty absorbance byly poté využity pro výpočet množství sušiny v g/l pomocí 
experimentálně stanovených růstových křivek, kde y je naměřená hodnota absorbance 
vzorku a x příslušné množství vypočítané biomasy v g/l. Všechny vzorky byly naměřeny 
minimálně dvakrát a výsledná hodnota je vždy průměr z těchto hodnot. Vzorek kultury 
obsahující biomasu byl centrifugován při 5000 otáčkách po dobu 10 minut. Následně byl 
supernatant slit, biomasa promyta destilovanou vodou a opět centrifugována. Po dokončení 





Tab. 6. Růstové charakteristiky vybraných kmenů kvasinek 
Kmen Regresní rovnice 
Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26 y = 0,1317x + 0,1125 
Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33 y = 0,1974x - 0,0234 
Sporobolomyces pararoseus CCY 19-9-6 y = 0,1496x + 0,0786 
Sporobolomyces metaroseus CCY 19-6-20 y = 0,1769x - 0,0001 
Cystofilobasidium infirmominiatum CCY 17-18-4 y = 0,1392x - 0,0089 
Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-2 y = 0,1811x + 0,1658 
Cystofilobasidium macerans CCY 17-19-3 y = 0,1190x + 0,0256 
Rhodotorula mucilaginosa CCY 20-7-31 y = 0,1238x + 0,0064 
  
3.4.5 Gravimetrické stanovení biomasy 
10 ml vzorku biomasy odebraných z růstové křivky bylo centrifugováno při 5000 otáčkách za 
minutu po dobu 10 minut. Supernatant byl slit a buňky promyty destilovanou vodou a opět 
centrifugovány. Sušina byla poté rozsuspendována v 1 ml destilované vody a kvantitativně 
převedena na předem zváženou kovovou misku. Poté byla miska umístěna do sušárny 
vyhřáté na 80 °C a sušena do konstantní hmotnosti. Po vysušení byl vzorek umístěn do 
exsikátoru a po ochlazení zvážen. Z rozdílů hmotností byla získána hmotnost biomasy a 
použita pro sestrojení kalibrační závislosti růstové křivky. 
3.4.6 Mikroskopická analýza morfologických změn buněk 
Pro mikroskopická pozorování byla buněčná kultura nejprve vhodně naředěna a přenesena 
na podložní sklíčko, přikrytá krycím sklíčkem a poté pozorována při 40-násobném zvětšení a 
poté při 100-násobném zvětšení. Byly sledovány a porovnávány morfologické změny u 
jednotlivých kmenů v závislosti na použitém kultivačním médiu. Mikroskopická pozorování 
byla také využita pro kontrolu přítomnosti jiných cizorodých organismů.  Výsledná pozorování 
byla vyfocena a uložena v programu DinoCapture. 
3.4.7 Kultivace řas a sinic 
V rámci předložené práce byly v laboratořích FCH poprvé zavedeny a optimalizovány 
postupy pro kultivaci fotosyntetizujících organismů. Kultivace byla prováděna převážně v 
kapalných médiích, a to buď v Erlenmeyerových baňkách nebo ve fotobioreaktoru s více 
paralelně zapojenými kultivačními nádobami,  tzv. multikultivátoru. Použité kmeny řas a sinic 
jsou autotrofní organismy s analogickými požadavky na růst. Řasy a sinice byly kultivovány 
při laboratorní teplotě za neustálého osvětlení a vzdušnění, z důvodu optimálního růstu 
kultury a produkce vybraných metabolitů. Zásobní roztoky pro média byly sterilovány dvakrát 
v autoklávu při teplotě 120°C po dobu dvou hodin. Pro kultivaci řas a sinic byla použita 
média, která slouží jako inokulační i produkční. 
 Kultivace probíhala ve dvou fázích. V první fázi bylo připraveno inokulum, kdy do 
vysterilované baňky s médiem byly zaočkovány vybrané řasy a sinice ze zásobních 
zkumavek s tuhým médiem. Poté byl sterilně odebrán vzorek, který byl zaočkován do 
produkčního media, tak aby hodnota absorbance vzniklého produkčního média se blížila 
A = 0,1. Pro kultivaci řas a sinic byly připraveny zásobní roztoky solí, z kterých byla následně 




Tab. 7. Složení kultivačních médií pro řasy a sinice - Kultivace v multikultivátoru MC 1000 
Médium BG11 BBM ASP2 
Složka Koncentrace [g/l] 
NaNO3 1,496 0,75 1,5 
MgSO4.7H2O 0,0748 0,075 0,75 
CaCl2.2H2O 0,036 0,025 0,37 




(NH4)5Fe(C6H4O7)2 0,006 - - 
Na2CO3 0,02 - - 
NaCl - 0,01 18 
K2HPO4 0,0305 0,075 0,05 






FeSO4.7H2O - - - 
H3BO3 0,00286 - 0,034 
ZnSO4.7H2O 2,2·10
-4

































Vitamin B12 - 1,5·10
-7
 - 
TAPS - - 3,65 
KCl - - 0,6 
 
 Pro kultivace v multikultivátoru bylo do sterilních zkumavek v očkovacím boxu nalito 80 ml 
naředěné (OD 0,1) řasové/sinicové kultury. Ty byly poté vloženy do multikultivátoru 
vytemperovaného na 25 °C s nastaveným osvětlením 100 µmol fotonů·m-2·s-1. Růst kultury 
byl sledován do dosažení stacionární fáze, poté byla kultivace ukončena. 
 
 
Obr. 20 Kultivátor MC 1000 
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3.5 Izolace a analýza karotenoidů 
Karotenoidy, ubichinon, či ergosterol jsou látky lipofilního charakteru a jsou součásti lipidové 
frakce biomasy kvasinek. Jejich izolace je založena na vícestupňové extrakci spojené se 
zmýdelněním. K analýze karotenoidů byly použity vzorky produkčních médií o objemu 100 
ml. Analýza byla poté provedena vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií se 
spektrofotometrickou detekcí.  
3.5.1 Izolace karotenoidů z kvasinek 
Zamražený vzorek biomasy ze 100 ml vzorku ve fyziologickém roztoku byl rozmrazen a 
centrifugován při 5000 otáčkách za minutu po dobu 10 minut. Supernatant byl slit a sediment 
obsahující kvasinkovou biomasu byl v třecí misce s tloučkem rozetřen v 50 ml acetonu. 
Následně byla směs kvantitativně převedena na odpařovací misku a umístěna na vodní 
lázeň vyhřátou na 90°C a doplněna přídavkem 50 ml 10% ethanolového roztoku KOH. 
Vzorek byl při této teplotě saponifikován 60 minut. Zmýdelněný vzorek byl třikrát extrahován 
30 ml diethyletheru. Spojené etherové frakce byly odpařeny pomocí vakuové odparky.  
3.5.2 Izolace karotenoidů z řas a sinic 
Zamražený vzorek biomasy z 2 ml kultury byl rozmrazen a centrifugován při 6000 otáčkách 
za minutu po dobu 5 minut. Supernatant byl slit a sediment obsahující biomasu byl 
rozsuspendován v 5 ml acetonu, následně kvantitativně převeden do centrifugační 
zkumavky. Poté byly přidány skleněné kuličky v dvojnásobném množství, vztaženém 
k množství stanovované biomasy, a 30 sekund intenzivně třepány. Poté byla směs doplněna 
5 ml petroletheru a promíchána. Směs byla centrifugována při 6000 otáčkách po dobu  
1 minuty. Petroletherová frakce byla odebrána a celý postup opakován dvakrát. Spojené 
petroletherové frakce byly odpařeny. 
3.5.3 Analýza karotenoidů 
Odpařený extrakt byl rozpuštěn v ethanolu chromatografické kvality, zfiltrován přes filtr 
20 μm a převeden do zkumavky typu Eppendorf. K chromatografické analýze byla použita 
HPLC sestava od firmy Thermo Fischer Scientific.  K zpracování získaných chromatogramů 
a dat byl využit chromatografický software Xcalibur. Samotná chromatografická analýza 
probíhala na nepolární koloně C18 od firmy Kinetex v izokratickém modu s mobilní fází 
methanolem HPLC kvality. Průtok mobilní fáze byl nastaven na 1,0 ml/min a termostat vyhřát 
na teplotu 45°C. Detekce byla prováděna spektrofotometricky s využitím detektoru 
diodového pole pro zvolené vlnové délky, které odpovídaly absorpčním maximům 
studovaných látek (285 nm pro ubichinon a ergosterol, 450 nm pro karotenoidy). Výsledná 
data byla zpracována a vyhodnocena na základě porovnání se standardy ergosterolu, β-
karotenu a ubichinonu. Vzorek byl dávkován dávkovací smyčkou o objemu 20 μl. Kromě 
výše zmíněných molekul, byla stanovována i celková koncentrace karotenoidů. Z důvodu 
komerční nedostupnosti a finanční náročnosti jednotlivých standardů karotenoidů, byla pro 
jejich kvantitativní stanovení využita kalibrační křivka β-karotenu na základě podobnosti 




3.6 Izolace lipidů 
Zamražený vzorek obsahující 40 ml biomasy byl pomalu rozmražen a centrifugován při 8000 
otáčkách po dobu 2 minut. Supernatant byl slit a biomasa byla při stejných otáčkách znovu 
centrifugována po dobu 8 minut. Biomasa byla poté rozsuspendována ve 3 ml směsi 
chloroform: methanol 2:1 a rozetřena v třecí misce s tloučkem. Suspenze byla kvantitativně 
převedena do 15 ml centrifugační zkumavky a doplněna směsi chloroform: methanol 2:1 na 
výsledný objem 10 ml. Zkumavka byla 30 sekund protřepávána a doplněna 1 ml destilované 
vody a opět intenzivně protřepána. Suspenze byla poté centrifugována při 6000 otáčkách po 
dobu 5 minut. Z takto připravené zkumavky byla odpipetována spodní chloroformová fáze a 
kvantitativně převedena do slzičkové baňky a umístěna do vakuové odparky. Odparek byl po 
odstranění rozpouštědla a ochlazení rozpuštěn v 1 ml hexanu a uschován v lednici. 
3.6.1 Transesterifikace lipidů 
Do skleněné vialky bylo nepipetováno 4,5 ml izooktanu a přidáno 500 μl hexanového vzorku 
obsahujícího extrahované lipidy. Směs byla doplněna 500 μl 2M roztoku KOH v methanolu a 
intenzivně protřepávána 8 minut. Poté byla směs ponechána 6 minut stát, než došlo 
k rozdělení jednotlivých fázi. Pro analýzu methylesterů mastných kyselin? plynovou 
chromatografií byl poté odebrán 1 ml horní fáze hexanu a izooktanu.  
3.6.2 Analýza lipidů 
Pro analýzu buněčných lipidů byl použit plynový chromatograf TRACE GC s automatickým 
dávkovačem bez děliče toku. Detekce analytů byla provedena plamenově ionizačním 
detektorem. Chromatografická analýza probíhala za těchto podmínek: 
- Kapilární kolona DB-23 o rozměrech 60 m x 0,25 mm x 0,25 μm  
- Dávkování autosamplerem bez děliče toku, objem vzorku 1 μl 
- Teplota injektoru 250 °C 
- Nosný plyn dusík s průtokem 0,5 ml·min 
- Teplotním program: 60 °C, 10 min, vzestupný gradient 12 °C/min do 200 °C s 
výdrží 10 min, vzestupný gradient 5 °C/min do 220 °C s výdrží 15 min, vzestupný 
gradient 10 °C/min do 240 °C s výdrží 7 min  
- Plamenově ionizační detektor (FID), 250 °C, průtok vodíku 35 ml·min-1, průtok 
vzduchu 350 ml·min-1, make-up dusíku 30 ml·min-1 
- Celková doba analýzy: 60 minut 
Získaná data byla vyhodnocena v programu TRACE a Ms Excell. 
3.7 Stanovení redukujicích sacharidů metodou dle Somogyi-Nelsona 
Stanovení zbytkového množství glukózy bylo provedeno metodou dle Somogyi-Nelsona. 
Tato metoda využívá schopnosti redukujících sacharidů redukovat měďnaté soli na oxid 
měďný. V alkalickém prostředí poté reakcí oxidu měďnatého s arzenomolybdenanem vzniká 
barevný komplex, jenž je poté stanoven spektrofotometricky.  
 Pro stanovení byly připraveny tyto činidla: 
S-M činidlo I 
Bylo naváženo 16 g NaHCO3, 144 g bezvodého Na2SO4, 24 g bezvodého Na2CO3, 12 g 
vínanu sodnodraselného a doplněno 800 ml destilované vody. 
S-M činidlo II 





S-M činidlo III 
Bylo smícháno 21 ml 96 % H2SO4 a 3 g Na2HAsO4.7H20 v 25 ml destilované vody. K tomu 
bylo přidáno 25 g (NH4)MoO4 rozpuštěného v 450 ml destilované vody. Roztok byl ponechán 
při laboratorní teplotě 48 hodin za nepřístupu světla. 
 Pro stanovení redukujících cukrů bylo 1 ml vzorku ve zkumavce přidáno po 0,5 ml  S-M 
činidla I a II. Poté byly zkumavky s roztoky umístěny na vodní lázeň s vroucí vodou po dobu 
10 minut. Po ochlazení na laboratorní teplotu bylo k roztoku přidáno 0,5 ml S-M činidla III. 
Směs byla intenzivně třepána do rozpuštění sraženiny oxidu měďného a doplněna na 
výsledný objem 10 ml. Následně byla změřena absorbance vzorku při 720 nm. Vzhledem 
k vysoké citlivosti metody, byly vzorky pro měření ředěny tisícinásobně. 
3.8 Fluorescenční mikroskopie – FLIM 
Pro mikroskopická měření byl připraven 1 % roztok agarosy. Na podložní sklíčko byla 
nanesena kapka vzorku naředěné biomasy a překryta čtyřnásobným množstvím roztoku 
agarosy. Po zatuhnutí gelu bylo sklo se vzorkem vloženo do přístroje. Vzorek byl pozorován 
pod fluorescenčním mikroskopem (LSCM) MicroTime 200 s využitím excitačních zdrojů 






4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Růstové charakteristiky 
Kvasinky, stejně jako jiné mikroorganismy, potřebují pro úspěšnou produkci biomasy a 
nadprodukci sledovaných metabolitů růst v optimálních podmínkách. Stanovení růstových 
charakteristik mikroorganismů je proto nesmírně důležitým krokem pro pochopení fyziologie 
studovaných kmenů mikroorganismů, ale také i pro celkovou analýzu vybraných metabolitů. 
Růstová charakteristika vyjadřuje závislost nárůstu kultivované biomasy na čase. Růstové 
charakteristiky byly stanoveny pro kvasinkové kmeny Sporobolomyces metaroseus, 
Sporobolomyces pararoseus, Cystofilobasidium infirmominiatum a Rhodotorula glutinis. Pro 
rychlé stanovení množství biomasy ve vzorku kultury byly ze získaných dat sestaveny 
závislosti hodnoty absorbance při 630 nm na množství biomasy. Růstové charakteristiky 
jiných kmenů používaných v této práci byly převzaty z předchozích prací [66].  
4.1.1 Kalibrační závislost hodnoty absorbance na množství biomasy 
Kultivace vybraných kmenů a jednotlivé postupy stanovení byly popsány v kapitole 3.4. 
Všechny kultivace byly prováděny ve dvou paralelních experimentech v glukózovém a 
lipidovém médiu a výsledky jsou poté vždy průměrem ze dvou naměřených hodnot. Výsledky 
jsou znázorněné v následujících tabulkách (Tab. 8, 9) a grafech (Obr. 21, 22). Grafy 
kalibračních křivek všech studovaných kmenů jsou poté zobrazeny v příloze v kapitole 8.1 
(Obr. 62 - 69). 
4.1.1.1 Růstová charakteristika Sporobolomyces pararoseus CCY 19-9-6 
Tab. 8. Naměřené hodnoty absorbance a biomasy v závislosti na době kultivace 
 
Glukózové médium Lipidové médium 
Čas [hod] Biomasa [g/l] Absorbance 10x ředěno Biomasa [g/l] Absorbance 10x ředěno 
0 0,17 0,029 0,28 0,065 
1 0,30 0,055 0,31 0,086 
3 0,08 0,013 0,21 0,051 
5 0,22 0,023 0,20 0,051 
7 0,21 0,038 0,18 0,047 
9 0,19 0,058 0,59 0,070 
24 1,50 0,360 0,75 0,131 
26 1,56 0,421 0,75 0,149 
28 1,45 0,413 0,90 0,192 
30 1,85 0,474 1,31 0,233 
32 2,45 0,560 1,45 0,297 
34 3,23 0,607 1,75 0,377 
50 3,93 0,691 2,65 0,473 
56 4,93 0,846 3,29 0,565 
74 4,97 0,843 3,84 0,767 
80 5,50 0,940 5,26 0,929 
96 6,28 0,942 4,98 0,885 
102 5,91 0,974 6,24 0,981 
120 6,27 0,914 6,22 0,870 




Obr. 21 Graf růstové charakteristiky Sporobolomyces pararoseus CCY 19-9-6  
 
 Z grafu (Obr. 21) je patrné, že kvasinka Sporobolomyces pararoseus ve své růstové 
křivce dosahuje dvou maxim  exponenciální fáze, a to ve 24. a 36. hodině. Tento trend zvaný 
diauxie byl pozorován u všech studovaných karotenogenních kmenů v této práci i 
v předchozích pracích [66]. Při diauxii neboli dvojité růstové křivce dochází k opakování lag 
fáze po prvním maximu exponenciální fáze. Tento jev je způsoben při kultivací 
mikroorganismů v přítomnosti dvou různých zdrojů C (např. glukóza a lipidy). V prvé řadě je 
utilizován zdroj méně energeticky náročný pro danou buňku (glukóza). V případě vyčerpání 
či poklesu koncentrace tohoto zdroje na kritickou úroveň, přecházejí buňky do druhé lag 
fáze, ve které jsou syntetizovány enzymy potřebné pro zpracování energeticky náročnějšího 
zdroje (lipidy) [2, 4]. 
 Během růstu tedy nejdříve kvasinky spotřebovávají nutriční zdroje z média (glukóza, 
odpadní substráty), a poté spotřebovávají i endogenní substráty (lipidy). Tímto vznikají na 
růstové křivce dvě maxima exponenciální fáze a ve stacionární fázi i vícečetná maxima. 
Stacionární fáze je prodloužená a charakteristická mírným nárůstem množství biomasy. 
V této fázi dochází k výrazné produkci a akumulaci sledovaných metabolitů v celém rozsahu 
stacionární fáze.  
 Z grafu (Obr. 21) lze vidět podobné chování kvasinky v lipidovém médiu jako v případě 
kultivace na glukózovém médiu. Opět zde vidíme dvě maxima exponenciální fáze. První 
výrazné maximum v 36. hodině a druhé v 56. hodině s pomalým přechodem v stacionární 
fázi začínající přibližně v 60. Hodině. Lze si povšimnout zpomaleného růstu kultury 
v lipidovém médiu v porovnání s glukózovým médiem. Je to dáno menším množstvím 
přítomného dusíku v médiu ve formě amonných iontů. Kultura tedy nemá dostatek dusíku 
pro rychlou biosyntézu proteinů, enzymů a dalších látek potřebných k rychlému množení. 
Lze předpokládat, že se zvýšením množství dusíku a zachováním poměru C/N by se rychlost 
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4.1.1.2 Růstová charakteristika Sporobolomyces metaroseus CCY 19-6-20 
Tab. 9. Naměřené hodnoty absorbance a biomasy v závislosti na době kultivace 
 
Glukózové médium Lipidové médium 
Čas [hod] Biomasa [g/l] Absorbance 10x ředěno Biomasa [g/l] Absorbance 10x ředěno 
1 0,16 0,019 0,10 0,015 
2 0,12 0,014 0,24 0,030 
4 0,19 0,020 0,35 0,054 
6 0,22 0,030 0,40 0,063 
8 0,38 0,055 0,38 0,076 
10 0,47 0,069 0,42 0,091 
24 0,98 0,183 0,90 0,211 
26 1,07 0,180 0,96 0,201 
28 1,39 0,218 1,13 0,291 
30 1,43 0,280 1,23 0,322 
32 1,49 0,290 1,28 0,353 
34 1,57 0,305 1,30 0,350 
48 1,65 0,325 1,33 0,310 
52 1,50 0,303 1,40 0,315 
56 1,48 0,299 1,31 0,299 
72 1,67 0,332 1,61 0,377 
76 2,10 0,362 1,88 0,421 
82 2,08 0,319 1,90 0,402 
98 2,00 0,335 2,04 0,478 
121 2,08 0,340 2,31 0,530 
144 2,73 0,457 2,81 0,622 
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Z grafu (Obr. 22) lze opět vidět, že růstová křivka Sporobolomyces metaroseus vykazuje 
stejné znaky, které jsou charakteristické pro všechny karotenogenní kmeny. Opět zde vidíme 
2 maxima exponenciální fáze ve 24. a 36. hodině, následované prodlouženou stacionární 
fází začínající přibližně ve 45. hodině. Ve stacionární fázi dochází k akumulaci lipidických 
látek a dále také k nárůstu množství biomasy s maximem na konci stacionární fáze 
v posledních 20 hodinách experimentu. 
 Chování kvasinky Sporobolomyces metaroseus v lipidovém médiu vykazuje shodné 
chování jak případě glukózového média. Růstová křivka obsahuje dvě maxima exponenciální 
fáze v 24. a 32. hodině. Do stacionární fáze přechází kultura ve 42. hodině s mírným 
poklesem množství biomasy. Od 56. hodiny poté vykazuje křivka v stacionární fázi lineární 
trend mírného nárůstu biomasy. Kmen Sporobolomyces pararoseus dosahuje maxim 
exponenciální fáze v pozdějších fázích růstu oproti kmenu metaroseus. Na druhou stranu 
však dosahuje větších nárůstu biomasy v porovnání s kmenem S. metaroseus (Obr. 22).
 Stanovované růstové křivky všech studovaných kmenů vykazují znaky, které jsou 
charakteristické pro karotenogenní kvasinky, jako jsou dvoustupňová exponenciální fáze a 
prodloužená stacionární fáze se zvýšenou tvorbou studovaných metabolitů. Výsledky 
růstových křivek pro všechny stanovované kmeny jsou zobrazeny v následující tabulce  
(Tab. 10). Grafy růstových křivek Rhodotorula glutinis a Cyastofilobasidium infirmominiatum 
jsou zobrazeny v příloze - kapitola 8.1 [66].  
 
Tab. 10. Stanovené růstové křivky vybraných kmenů 
Glukózové medium Lipidové médium 
Kmen Regresní rovnice 
Sporobolomyces pararoseus CCY 19-9-6 y = 0,1496x + 0,0786 y = 0,1504x + 0,0464 
Sporobolomyces metaroseus CCY 19-6-20 y = 0,1769x - 0,0001 y = 0,2338x - 0,0048 
Cystofilobasidium infirmominiatum CCY 17-18-4 y = 0,1392x - 0,0089 y = 0,1661x + 0,0376 
Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26 y = 0,1317x + 0,1125 y = 0,1185x + 0,1816 
4.2 Produkce karotenoidů, ergosterolu a ubichinonu  
V průběhu kultivací mikroorganismů byly sledovány vybrané metabolity, které byly 
analyzovány pomocí metody HPLC s PDA detekcí. Separace probíhala na koloně Kinetex 
C18 (5 μm, 4,6 x 150 mm). Z hlediska karotenoidů byly sledovány koncentrace β-karotenu, 
jakožto majoritního pigmentu karotenogenních kvasinek s největším praktickým využitím a 
celkové množství karotenoidů. Dále bylo stanovováno množství ergosterolu, jakožto 
doprovodného metabolitu karotenoidů sloužícího jako provitamín D. V neposlední řadě bylo 
analyzováno množství ubichinonu nacházejícího stále větší uplatnění v kosmetickém 
průmyslu, díky svým antioxidačním vlastnostem a působení proti procesu stárnutí 
organismu. Všechny kultivace byly prováděny ve dvou paralelních experimentech 
v glukózovém a lipidovém médiu a výsledky jsou poté vždy průměrem ze dvou naměřených 
hodnot. V následujících experimentech jsou využity dva zástupci kmene Rhodotorula glutinis, 
které byly pro větší přehlednost označeny následovně (Tab. 11): 
 
Tab. 11. Rozlišení kmenů Rhodotorula glutinis 
Kmen Označení 
Rhodotorula glutinis CCY 20-7-26 RGn 




4.2.1 Produkce vybraných metabolitů v průběhu růstových křivek 
Pro stanovení růstových křivek vybraných kmenů byla použita syntetická média obsahující 
glukózu jako jediný zdroj uhlíku. V průběhu růstu jednotlivých kultur mikroorganismů byla 
sledována kromě množství biomasy a turbidity, také produkce vybraných metabolitů 
karotenoidů, ergosterolu a koenzymu Q10. V určité fázi růstu, převážně ve stacionární fázi, 
dochází k nadprodukci sekundárních metabolitů. V této fázi je poté vhodné kultivaci ukončit a 
zpracovat. Stanovení těchto metabolitů v různých časových intervalech růstu je nezbytnou 
podmínkou pro určení fáze a času, kdy dochází k výše zmíněné nadprodukci. Všechny 
kultivace byly prováděny ve dvou paralelních experimentech v médiích s nižším a vyšším 
poměrem C/N (glukózové a lipidové médium) a uvedené výsledky jsou poté vždy průměrem 
ze dvou naměřených hodnot. 
4.2.1.1 Růstové a produkční křivky Sporobolomyces metaroseus 19-6-20   
Tab. 12. Produkce metabolitů v glukózovém mediu v různých časech růstové křivky  
S. metaroseus 19-6-20   
Glukózové médium 









48 1,27 310,2 428,8 1174,8 432,8 
52 1,15 256,8 421,3 936,0 483,0 
56 1,19 215,2 474,2 627,5 234,8 
72 1,87 279,4 559,5 1098,0 298,3 
76 2,04 133,3 545,0 633,1 143,5 
82 1,79 164,7 579,3 898,4 220,9 
98 1,89 376,1 911,0 788,5 239,7 
121 1,91 576,9 1597,5 1426,7 477,8 
144 2,57 456,3 1263,5 802,8 222,6 
 
 
Obr. 23 Grafické znázornění produkce lipidických látek kvasinkou S. metaroseus 19-6-20 












Sporobolomyces metaroseus 19-6-20   
 
sušina*10 (g/l) β-karoten (μg/g suš.) celkové karotenoidy (μg/g suš.) 
ergosterol (μg/g suš.) koenzym Q (μg/g suš.) 
49 
 
V grafu na obr. 23Obr. 23 je patrný mírný lineární nárůst karotenoidů do 82. hodiny. Poté 
dochází k zvýšenému nárůstu s maximem ve 121. hodině. Množství β-karotenu tvoří 
přibližně polovinu z celkového množství karotenoidů produkovaných kvasinkou S. 
metaroseus.  Koncentrace ergosterolu v průběhu růstu kolíše v rozmezí 900 – 1200 μg/g 
suš. 
 
Tab. 13. Produkce metabolitů v lipidovém mediu v různých časech růstové křivky  
S. metaroseus 19-6-20   
Lipidové médium 









48 0,95 362,1 436,5 1307,3 396,6 
52 0,87 438,6 542,9 1425,2 228,4 
56 0,83 551,0 660,6 1251,9 232,3 
72 1,61 261,1 550,4 1037,9 211,5 
76 1,79 351,1 387,5 533,4 183,5 
82 1,72 360,9 484,4 660,5 360,2 
98 2,04 313,3 713,2 602,1 679,0 
121 2,26 761,6 899,4 1356,2 836,3 
144 2,64 412,8 442,2 615,3 875,6 
 
 
Obr. 24 Grafické znázornění produkce lipidických látek kvasinkou S. metaroseus 19-6-20 v lipidovém 
médiu 
 
 V lipidovém médiu dochází u S. metaroseus k mírně zvýšené produkci karotenoidů oproti 
produkci v glukózovém médiu s výjimkou 121. hodiny. Lze zde vidět dvě maxima produkce 
karotenoidů v 56. a 121. hodině. Obdobně i pro ergosterol vidíme zvýšenou produkci oproti 
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4.2.1.2 Růstové a produkční křivky Sporobolomyces pararoseus 19-9-6 
Tab. 14. Produkce metabolitů v glukózovém médiu v různých časech růstové křivky  
S. pararoseus 19-9-6 
Glukózové médium 









50 4,09 707,7 1152,8 726,4 488,6 
56 5,13 1402,9 1746,3 680,0 506,9 
74 5,11 1771,2 2734,3 735,0 958,9 
80 5,76 1973,8 2757,2 561,4 584,2 
96 5,77 2721,9 3597,3 555,6 63,9 
102 5,99 3832,8 4962,4 602,1 869,7 
120 5,58 5073,5 6865,9 486,7 637,1 
145 5,76 9060,8 11345,3 672,6 1822,7 
 
 
Obr. 25 Grafické znázornění produkce lipidických látek kvasinkou S. pararoseuss 19-9-6 
v glukózovém médiu 
 
Z grafu na obr. 25 je patrný výrazný exponenciální nárůst množství karotenoidů počínající 
v 96. hodině. Koncentrace karotenoidů dosahuje několikanásobně vyšších hodnot než u 
kmene S.metaroseus se dvěma maximy v 80. a145. hodině. 80 % celkového množství 
karotenoidů tvoří β-karoten. Produkce ubichinonu a ergosterolu se pohybuje ve stejných 
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Tab. 15. Produkce metabolitů v lipidovém mediu v různých časech růstové křivky  
S. pararoseus 19-9-6 
Lipidové médium 
Čas [hod] Biomasa [g/l] 
Β-karoten 







50 2,84 567,7 1151,1 860,7 166,1 
56 3,45 638,9 1422,6 959,4 306,0 
74 4,79 750,5 1598,2 740,3 695,0 
80 5,87 1334,0 1975,9 608,0 700,0 
96 5,58 1129,3 1366,9 492,9 205,0 
102 6,21 1763,7 2512,8 541,9 422,7 
120 5,48 1663,9 2139,8 536,9 257,5 
145 5,64 3297,9 4513,8 582,5 871,7 
 
 
Obr. 26 Grafické znázornění produkce lipidických látek kvasinkou S. pararoseuss 19-9-6 v lipidovém 
médiu 
 
 Z grafu produkčních schopností S. pararoseus v lipidovém médiu (Obr. 26) lze vidět 
nárůst množství ubichinonu v 74. hodině spojený se zvýšeným nárůstem biomasy (Obr. 21) 
a s tím spojené zvýšené energetické nároky. Dále je zde patrný opakující se trend 2 maxim 
produkce karotenoidů v 80. a 145. hodině. V porovnání s produkcí v glukózovém médiu 
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4.2.1.3 Růstové křivky Cystofilobasidium infirmominiatum 17-18-4  
Tab. 16. Vyprodukované metabolity v lipidovém mediu v různých časech růstové křivky  
C. infirmominiatum 17-18-4 
Glukózové médium 
Čas [hod] Biomasa [g/l] 
Β-karoten 







48 3,42 201,7 554,2 913,7 498,3 
52 3,97 404,9 974,9 992,6 757,4 
56 4,32 206,1 433,1 749,7 873,9 
72 5,68 195,2 570,1 552,4 484,3 
76 5,39 381,0 869,0 894,5 977,5 
82 4,61 185,6 579,6 838,3 602,7 
98 6,03 346,7 861,5 703,8 692,8 
121 5,32 439,9 1126,3 908,2 987,3 
148 5,69 1148,8 2121,5 915,9 1203,0 
 
 
Obr. 27 Grafické znázornění produkce lipidických látek kvasinkou C. infirmominiatum 17-18-4 
v glukózovém médiu 
 
V grafu (Obr. 27) produkčních schopností C. infirmominiatum lze vyčíst dvě maxima 
produkce karotenoidů v 52. a 148. hodině. C. infirmominiatum  vykazuje zvýšenou produkci 
ubichinonu oproti ostatním studovaným kmenům.  Produkce karotenoidů je v průběhu růstu 
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Tab. 17. Vyprodukované metabolity v lipidovém mediu v různých časech růstové křivky  
C. infirmominiatum 17-18-4 
Lipidové médium 
Čas [hod] Biomasa [g/l] 
Β-karoten 







48 3,30 368,2 926,5 1210,9 751,2 
52 3,59 188,5 337,4 632,2 175,0 
58 3,68 197,3 473,5 1024,4 519,2 
72 4,71 169,8 487,3 917,0 481,9 
76 3,75 170,8 540,9 962,3 628,3 
82 3,57 283,4 871,8 1071,0 579,3 
96 3,86 295,3 944,9 1485,2 947,5 
122 4,90 640,9 1537,1 1080,4 1019,2 
148 5,09 383,9 1007,7 864,7 926,7 
 
 
Obr. 28 Grafické znázornění produkce lipidických látek kvasinkou C. infirmominiatum 17-18-4 
v lipidovém médiu. 
 
 Obdobně jako v případě glukózového média, lze vidět v grafu (Obr. 28) zvýšenou 
produkci ubichinonu charakteristickou pro tento kmen. První z maxim produkce v karotenoidů 
nacházející se ve 48 hodině naznačuje zrychlený růst v porovnání s ostatními studovanými 
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4.2.1.4 Růstové křivky Rhodotorula glutinis 20-2-26 
Tab. 18. Vyprodukované metabolity v glukozovém mediu v různých časech růstové křivky  
R. glutinis 20-2-26. 
Glukózové médium 









50 4,83 939,2 1954,1 599,7 565,0 
56 4,92 1192,2 2310,1 656,7 524,9 
74 5,50 1415,4 2646,4 619,8 417,4 
80 5,95 762,5 1955,7 476,0 293,0 
96 6,15 1795,4 2483,1 455,3 419,9 
102 6,63 1873,0 2562,9 492,9 420,7 
120 6,25 1480,1 3269,7 494,2 393,4 
145 6,44 1525,4 2624,1 490,0 247,6 
 
 
Obr. 29 Grafické znázornění produkce lipidických látek kvasinkou R. glutinis 20-2-26 v glukózovém 
médiu. 
 
Ze znázorněných dat v grafu produkčních schopností kmene R. glutinis v glukózovém médiu 
lze vyčíst poměrně vyrovnanou hladinu karotenoidů v průběhu celého experimentu (Obr. 29). 
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Tab. 19. Vyprodukované metabolity v lipidovém mediu v různých časech růstové křivky  
R. glutinis 20-2-26 
Lipidové médium 









50 4,290 388,5 1316,9 649,1 366,0 
56 4,172 1040,0 1819,9 733,1 493,6 
74 4,619 1198,1 2258,9 735,7 527,0 
80 4,383 1267,3 3569,7 584,8 414,8 
96 5,058 1811,9 4011,1 714,9 450,3 
102 6,358 2840,8 3724,7 540,4 685,8 
120 6,316 2026,2 2927,7 489,5 208,6 
145 6,662 904,3 2456,2 537,1 342,8 
 
 
Obr. 30 Grafické znázornění produkce lipidických látek kvasinkou R. glutinis 20-2-26 v lipidovém 
médiu 
 
 Graf produkčních schopností v lipidovém médiu ukazuje zvýšenou produkci karotenoidů 
v porovnání s glukózovým médiem. Vývoj produkce karotenoidů má zpočátku rostoucí tvar 
s vrcholem v 96. hodině. Poté už dochází k lineárnímu poklesu množství karotenoidů. 
Koncentrace ergosterolu a ubichinonu je průběhu růstu konstantní nízkým poklesem na 
závěr experimentu.  
 U všech studovaných kmenů byl pozorován stejný trend dvou maxim v produkci 
karotenoidů. Největší produkce karotenoidů bylo dosaženo u kmene S. pararoseus na 
glukózovém kultivačním médiu 12 000 μg/g sušiny, která dosahovala trojnásobku produkce u 
jiných studovaných kmenů. V případě kmenů S. pararoseus a C. infirmominiatum byla 
pozorována větší produkce karotenoidů na glukózovém médiu. Na druhou stranu však 
zástupce stejného rodu S. metaroseus stejně jako R. glutinis produkoval větší množství 
karotenoidů v lipidovém médiu, které obsahuje zvýšený poměr C/N. Tento rozdíl mezi 
příslušníky stejného rodu, lze vysvětlit evolučně rozdílnou enzymatickou výbavou, která se 
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 V případě výše zmíněných kmenů tvoří více než 70 % celkového množství β-karoten, 
jakožto jejich hlavní pigment. V případě kmenů R. glutinis a C. infirmominiatum tvořil β-
karoten průměrně 50 % z celkového množství karotenoidů. Ve všech stanovovaných 
vzorcích pak 85 – 90 % z celkové koncentrace tvořil lykopen spolu s β-karotenem.  
 U těchto kmenů byla zjištěna zvýšená koncentrace jiných karotenoidů, a to zejména 
lykopenu. Vzrůstající koncentrace karotenoidů v průběhu stacionární fáze je dána 
metabolickými dráhami jednotlivých buněk, kdy ve stacionární fázi se zvyšuje činnost 
metabolických drah sekundárního metabolismu produkujících výše zmíněné karotenoidy. 
Posledním pozorovaným faktem byl rozdíl v času maximální produkce karotenoidů. Na rozdíl 
od ostatních studovaných kmenů, dosahoval kmen R. glutinis maxima produkce v lipidovém 
médiu již v 96. hodině. 
 V produkci ergosterolu nebyly zaznamenány žádné větší rozdíly mezi jednotlivými kmeny. 
V lipidových médiích byla dosažena mírně větší produkce v porovnání s glukózovými médii. 
Tento trend lze vysvětlit zvýšenou potřebou ergosterolu pro produkované lipidické vakuoly 
iniciované větším poměrem C/N v médiu. Produkce ergosterolu se pro lipidové médium 
pohybovala v rozmezí 900 až 1200 μg/g sušiny a pro glukózové médium 600 až 1000 μg/g 
sušiny. V průběhu růstových křivek byl zaznamenán trend klesajícího množství ergosterolu, 
což potvrzuje předpoklad snížené poptávky po ergosterolu ve stacionární fázi buňky, kdy 
nedochází k tak intenzivním procesům spojeným s dělením buněk, a s tím spojené tvorby 
biomembrán. 
 Množství ubichinonu v buňkách se v průběhu růstu mikroorganismů nijak výrazně 
neměnilo.  Zpočátku měření, kdy byly buňky stále ještě v exponenciální fázi, byla 
pozorována vyšší hladina ubichinonu spojená s vyšší mitochondriální aktivitou během 
intenzivního dělení. Pozvolným přechodem kultury do stacionární fáze a zmírněním intenzity 
dělení došlo k snížení jeho množství v biomase. V závěru stacionární fáze byl potom 
pozorován mírný nárůst. Vyrovnaná hladina ubichinonu v buňkách je dána jeho 
nepostradatelnou funkci v elektrontransportním řetězci v procesu buněčného dýchání 
4.2.2 Vliv oxidačního stresu na produkci vybraných metabolitů 
V další části práce byl studován vliv oxidačního stresu na produkční vlastnosti vybraných 
kmenů kvasinek. Cílem bylo testování možné nadprodukce pigmentů ve stresových 
podmínkách. Pro tyto experimenty byla zvolena přítomnost peroxidu vodíku, jako zdroje 
kyslíkových radikálů v médiu indukujících produkci karotenoidů. Všechny kultivace byly 
prováděny ve dvou paralelních experimentech v médiích s nižším a vyšším poměrem C/N 
(glukózové a lipidové médium) vždy ve třech baňkách obsahujících 2mM a 5mM koncentraci 
peroxidu vodíku, který byl do baňky přidán při očkování, a poslední třetí baňka obsahovala 
kontrolní médium, které bylo provzdušňováno vzduchem. Uvedené výsledky jsou poté vždy 






Obr. 31 Oxidační stres: produkce vybraných kmenů v glukózovém médiu.  
 
 











Oxidační stres produkce na glukózovém médiu 
 
sušina (g/l) β-karoten (μg/g suš) celkové karotenoidy (μg/g suš) 










Oxidační stres produkce na lipidovém médiu 
 
sušina*10 (g/)) β-karoten (μg/g suš) celkové karotenoidy (μg/g suš.) 




Obr. 33 Oxidační stres: produkce vybraných metabolitů kmeny C. infirmominiatum a C. macerans 
 
 Ze studovaných metabolitů měla kultivace v podmínkách oxidačního stresu, zobrazených 
v grafech výše (Obr. 31, 32, 33) největší vliv na produkci karotenoidů. Tento výsledek 
potvrzuje základní předpoklad fyziologické funkce karotenoidů jako antioxidantů. V porovnání 
s grafy růstových křivek, kdy byly kvasinky kultivovány v prostředí bez vzdušnění a 
přítomnosti peroxidu vodíku, lze vidět v průběhu oxidačních stresů zvýšenou produkci 
karotenoidů s rozdílným zastoupením jednotlivých druhů, identifikovaných na základě  
UV-VIS absorpčních spekter. U všech kmenů došlo v přítomnosti peroxidu vodíku k snížení 
procentuálního zastoupení β-karotenu a zvýšení koncentrace lykopenu. Tento jev je dán 
větší antioxidační kapacitou lykopenu ve srovnání s β-karotenem a jeho energeticky méně 
náročnou biosyntézou. V grafech je patrný inhibiční efekt 2mM koncentrace peroxidu vodíku 
na tvorbu karotenoidů s výjimkou kmene C. macerans. 
 V případě kontrolních médií provzdušňovaných vzduchem došlo také k mírnému posunu 
v zastoupení jednotlivých karotenoidů směrem k lykopenu. Nejvýrazněji byl tento jev 
pozorován u vzorku kvasinky R. mucilaginosa, kdy lykopen tvořil přibližně 60 % z celkového 
množství karotenoidů. V porovnání s klasickou kultivací, byl ve vzorcích z oxidačních stresů 
pozorován také zvýšený výskyt jiných zástupců karotenoidů, zejména xantofylů. Tento fakt 
koresponduje s větším množstvím aktivních forem kyslíku schopných karoteny transformovat 
na příslušné oxidované deriváty. Nejvyšší produkce karotenoidů v glukózovém médiu bylo 
dosaženo u kmenů R. mucilaginosa, S. pararoseus a C. infirmominiatum, a to v intervalu 
1800 – 3300 μg/g sušiny. Nejvyšší produkce v lipidovém médiu bylo dosaženo u kmenů S. 
metaroseus, C. macerans a R. glutinis CCY 20-2-26 v intervalu 2000 – 4000 μg/g sušiny. 
Absolutně nejvyšších výtěžků bylo dosaženo u zástupců rodu Rhodotorula.  
 Oxidační stres měl také vliv na množství ergosterolu v buňkách kvasinek. U všech 
studovaných kmenů je vidět mírný nárůst v porovnání s médii bez oxidačního stresu 
studovaných v kapitole 0. V případě ubichinonu došlo k nadprodukci pouze u kmenů  












Oxidační stres rod Cystofilobasidium 
 
sušina (g/l) b-karoten (μg/g suš) celkové karotenoidy (μg/g suš) 
ergosterol (μg/g suš) koenzym Q (μg/g suš) 
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4.2.3 Produkční vlastnosti kvasinek na odpadním substrátu syrovátce 
Pro udržitelnou a cenově nenáročnou biotechnologickou produkci sledovaných metabolitů je 
jedním z předpokladů nízká cena vstupních surovin. Tento předpoklad splňují odpadní 
materiály z různých odvětví potravinářského a zemědělského průmyslu. V této práci byly 
testovány produkční vlastnosti vybraných kmenů kvasinek na syrovátce, jako jeden 
z nejznámějších odpadních materiálů produkovaný v  dostatečně velkých využitelných 
objemech. Součásti experimentu byla kombinace oxidačního a nutričního stresu na 
produkční vlastnosti kvasinek. Všechny kultivace byly prováděny ve dvou paralelních 
experimentech v médiích s nižším a vyšším poměrem C/N (glukózové a lipidové médium) 
postupem uvedeným v kapitolách 3.4.1 a 4.2.2.  
 
 








Syrovátka: produkce na glukozovém médiu 
 
sušina (g/l) b-karoten (μg/g suš) celkové karotenoidy (μg/g suš) 




Obr. 35 Produkce vybraných kmenů na syrovátce s využitím oxidačního stresu v lipidovém médiu.  
 
 Na základě získaných dat (Obr. 34, 35) lze usoudit, že v kombinaci nutričního a 
oxidačního stresu dochází u všech studovaných kmenů s výjimkou S. pararoseus k zvýšení 
produkce karotenoidů v obou typech média, a v případě kmene S. metaroseus  v lipidovém 
médiu také k zvýšené produkci ergosterolu. S. pararoseus  tedy není schopen účinně 
utilizovat použitý typ syrovátky. Působením aktivních forem kyslíku v médiu dochází stejně 
jako v předchozím studovaném případě v kapitole 4.2.2, k zvýšené produkci lykopenu na 
úkor β-karotenu. 
4.2.4 Kultivace ve fermentoru 
Pro studium chování a produkčních vlastností kvasinek v průmyslovém měřítku byly 
provedeny kultivace ve 4 l a 100 l fermentoru, které lze přirovnat již k maloprovozní kapacitě. 
Studium těchto vlastností ve scale-up procesu je nesmírně důležité pro správné nastavení 








Syrovátka: produkce na lipidovém médiu 
 
sušina*10 (g/)) β-karoten (μg/g suš) celkové karotenoidy (μg/g suš.) 




Obr. 36 Produkce kmenů S. pararoseus a C. capitatum ve fermentoru o objemu 4 l 
 
 Z grafu na obr. 36 je na první pohled patrný rapidní pokles koncentrace ergosterolu mezi 
počátkem kultivace a druhým vzorkem odebraným po dvaceti hodinách. Tento jev je dán 
adaptací kultury na podmínky media. Při přeočkování inokula do produkčního média jsou 
buňky kultury stále ve fázi velmi intenzivního metabolismu spojeného s tvorbou buněčných 
komponent a rychlým dělením buněk. V této fází dochází k vysoké nadprodukci ergosterolu, 
který je spotřebováván pro tvorbu biomembrán. V průběhu kultivace poté dochází 
k zpomalení metabolismu buněk a tím také ke snížení produkce ergosterolu. Stejný trend je 
v menší míře pozorován i u množství karotenoidů a ubichinonu. Intenzivní metabolismus 
buněk na počátku kultivace sebou nese velké energetické nároky pro mitochondrie. Zvýšené 
množství ubichinonu v membránách napomáhá efektivnějšímu transportu elektronů 
v dýchacím řetězci a tím pádem efektivnější tvorbě ATP. S intenzivním energetickým 
metabolismem je spojená zvýšená tvorba radikálů, které jsou zachytávány karotenoidy. 
 Celková produkce karotenoidů je u obou kmenů v porovnání s  kultivací v baňkách nižší. 
V průběhu růstu koncentrace narůstá a lze očekávat, že při prodloužení kultivace o dalších 
24 hodin by bylo možné dosáhnout výtěžku až 2 mg/g sušiny. Ze získaných výsledků však 






























Kultivace kmenů CC a SP ve fermentoru o objemu média 4  l  
sušina*10 (g/)) β-karoten (μg/g suš) celkové karotenoidy (μg/g suš.) 




Obr. 37 Produkce kmene C. capitatum ve fermentoru o objemu 100 l 
 
 Graf kultivace ve 100 litrovém fermentoru (Obr. 37) ukazuje stejné chování kultury jako 
v předchozím případě. Koncentrace ergosterolu lineárně klesá do 28 hodiny a poté osciluje 
kolem hodnoty 180 μg/g sušiny. Produkce karotenoidů vykazuje dvě maxima ve 4. a ve 48. 
hodině. V porovnání s kultivací ve 4-litrovém fermentoru je koncentrace celkových 
karotenoidů vyšší přibližně o 30 %. Tento rozdíl je pravděpodobně způsoben rozdílným 
uspořádáním fermentorů. V případě malého fermentoru byla kultura osvětlována vnějším 
zdrojem, jehož záření bylo oslabeno průchodem skleněnou stěnou nádoby. V případě 100 
litrového fermentoru byl využit kromě vnějšího i vnitřní zdroj osvětlení, který poskytoval 
záření beze ztráty intenzity. Procentuální zastoupení β-karotenu se pohybuje v rozmezí  
40 - 50 procenty. Tento jev koresponduje s výsledky získanými z experimentů vlivu 
oxidačního stresu, kdy také docházelo k výraznému snížení procentuálního zastoupení β-
karotenu. Z trendu produkce biomasy a pigmentů lze usuzovat, že prodloužením kultivace by 
bylo dosaženo vyšší produkce obohacené biomasy. 
4.3 Charakteristika fotosyntetizujících organismů 
Řasy Chlamydomonas reinhardtii, Desmodesmus acutus a sinice Cyanothece byly 
kultivovány v multikultivátoru MC OD-1000 (kapitola 3.4.7). K osvětlení kultury bylo použito 
studené bílé světlo. Růstové podmínky jsou uvedeny v tab. 20. 
 




Teplota [°C] Vzdušnění 
Chlamydomonas BBM 100 25 Ano 
Desmodesmus BG11 100 25 Ano 




























Kultivace kmenů CC  ve fermentorru 100 l  
sušina*10 (g/)) β-karoten (μg/g suš) celkové karotenoidy (μg/g suš.) 
ergosterol (μg/g suš) koenzym Q (μg/g suš) Glukoza [g/l] 
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4.3.1 On-line monitoring nárůstu kultury  
Během kultivace byla sledována optická hustota při 680 a 720 nm. Jak je patrné z grafu na 
Obr. 38, největšího výtěžku dosahuje Cyanothece, s přechodem do stacionární fáze ve 180. 
hodině.  U řasy Desmodesmus acutus  docházelo k usazování buněk na dno zkumavek, což 
je patrné na tvaru křivky a nelze přesně říci hodinu přechodu do stacionární fáze. Nejnižší 
hodnota optické hustoty byla naměřena u Chlamydomonas rainhardtii. Obdobné výsledky 




Obr. 38 Závislost optické hustoty (680 nm) na čase 
 
 





















OD 680 nm 




















OD 720 nm 
Chlamydomonas Scenedesmus Cyanothece 
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 Množství biomasy bylo analyzováno gravimetricky po přechodu kultury do stacionární 
fáze. Shodně s měřením optické hustoty (Obr. 38, 39), byl největší výtěžek naměřen u 
Cyanothece (1,28 g/l) a nejmenší u Chlamydomonas (0,54 g/l). U kvasinek se produkce 
pohybuje v baňkách obvykle v rozmezí od 2 do 7 g/l, což značně převyšuje naměřené 
hodnoty u řas a sinic. 
 
Tab. 21. Množství biomasy ve stacionární fázi 
Vzorek Množství biomasy [g/l] 
Chlamydomonas reinhardtii 0,54 
Desmodesmus acutus 0,95 
Cyanothece 1,28 
4.3.2 Analýza vybraných metabolitů 
Ve stacionární fázi byly charakterizovány vybrané metabolity, zejména celkové množství 
karotenoidů a jeho hlavního zástupce β-karotenu a dále pak koncentrace koenzymu Q. 
Z grafu (Obr. 40) je patrné, že největší produkce výše zmíněných sloučenin bylo dosaženo u 
řasy Chlamydomonas reinhardtii, kde byla koncentrace celkových karotenoidů stanovena na 
1,25 mg/g, z toho 66 % tvoří β-karoten. Tyto hodnoty jsou srovnatelné s produkcí kvasinkou 
Sporobolomyces metaroseus, kde je celkové množství karotenoidů 1,60 mg/g, β-karotenu 
0,58 g/g a koenzymu Q 0,48 g/g v glukózovém médiu. V porovnání s dalšími kmeny je však 
produkce biomasy a metabolitů u vybraných fotosyntetizujících mikroorganizmů podstatně 
nižší (vztaženo na glukózové medium). V produkci lipidů znázorněných na grafu níže  
(Obr. 40) bylo dosaženo největších výnosů u kmene Chlamydomonas reinhardtii, kde 
výtěžek 12,5 % lipidů v sušině se v porovnání s kvasinkami (kap. 4.5) rovnal výnosům u 
kvasinek kmenů S. metaroseus a C. infirmominiatům. Limitujícím faktorem pro využití 
Chlamydomonas reinhardtii v biotechnologické produkci však stále zůstává nízká rychlost 
růstu a produkce biomasy. 
 
 












































Produkční vlastnosti řas a sinic 
celkové karotenoidy (μg/g suš.) β-karoten (μg/g suš) 
koenzym Q (μg/g suš) % lipidů v sušině 
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4.4 FLIM analýza buněk 
Pro analýzu buněk fluorescenční mikroskopií byla využita autofluorescence jednotlivých 
pigmentů a kofaktorů přítomných v buňkách. Vzhledem k absorpčnímu maximu karotenoidů 
pohybujícím se v okolí 450 nm, byla pro excitaci zvolena nejbližší dostupná vlnová délka 
467 nm diodového laseru přítomného v sestavě mikroskopu. V případě řas a sinic byla FLIM 
analýza použita pro studium lokalizace vybraných metabolitů, morfologie buněk a 
porovnávání mezi jednotlivými kmeny. U kvasinek byla metoda použita v průběhu kultivací 
kmenů S. pararoseus a C. capitatum ve 4 l fermentoru, kde byl analyzován morfologický 
vývoj buněk v průběhu růstu. 
4.4.1 FLIM analýza C. capitatum  v průběhu fermentace 
V průběhu kultivace byly odebírány vzorky v intervalech odpovídajících odběrům pro 
stanovení množství karotenoidů. V průběhu analýzy byly pozorovány jednotlivé formy 
karotenoidů (dále v textu jako Karotenoidy I a II) a buněčné kofaktory NAD a NADP a jejich 
redukované formy. Karotenoidy Pořízené snímky jsou znázorněny na obrázcích níže. První 
snímek ze série je tzv. „false-colour representation“, která je vygenerovaná na základě všech 




Obr. 41 FLIM snímky C. capitatum v 6. hodině kultivace, karotenoidy II – červeně, karotenoidy I – 
modře, kofaktory – zeleně 
 
 Snímky výše zobrazují buňky CC v prvních hodinách kultivace. V horní časti snímků je 
vidět probíhající proces pučení. Odstíny modré barvy jsou zobrazeny karotenoidy I, které 
jsou koncentrovány v lipidických granulích. Zelenou barvou vyplňující většinu prostoru buňky 
jsou znázorněny kofaktory NAD a NADP indikující intenzivní metabolismus v dané buňce. 
Červenou barvou je znázorněna druhá forma karotenoidů (obrázek vpravo dole), která je 





Obr. 42 FLIM snímky C. capitatum ve 22. hodině kultivace, karotenoidy II – červeně, karotenoidy I – 
modře, kofaktory – zeleně 
 
 Na snímcích z 22. hodiny kultivace lze vidět posun v lokalizaci jednotlivých molekul  
(Obr. 42). Karotenoidy II se koncentrují u povrchu cytoplazmatické membrány a v okolí 
endoplazmatického retikula (ER) obepínajícím jádro buňky. Karotenoidy I jsou v největší 
míře koncentrovány v lipidických vakuolách a v malé míře taky u povrchu cytoplazmatické 
membrány. Kofaktory zastoupené v převažující míře redukovanými formami jsou 
koncentrovány v ER a mitochondriích. V této fázi kultivace u buněk začíná převládat 
anabolická stránka metabolismu, odvozená z posunů dob života, podpořená převažující 
koncentrací redukovaných forem a zvyšujícím se množství lipidických granulí, 
 
 
Obr. 43 FLIM snímky C. capitatum ve 30. hodině kultivace, karotenoidy II – červeně, karotenoidy I – 
zeleně, kofaktory – modře 
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 Snímky kultivace ve 30. hodině vykazují stejný trend (Obr. 43), jako byl pozorován 
v předchozích snímcích (Obr. 42). Karotenoidy I znázorněné zeleně, které byly dříve 
lokalizovány i v okolí prostoru cytoplazmatické membrány přecházejí do lipidických granulí. 
Redukované formy kofaktorů jsou v největší míře koncentrovány v ER v okolí jádra, stejně 
jako karotenoidy II. Zde jsou redukované kofaktory využity pro biosyntézu karotenoidů 




Obr. 44 FLIM snímky C. capitatum ve 46. hodině kultivace, karotenoidy II – červeně, karotenoidy I – 
zeleně, kofaktory – modře 
 
 Ze snímků z posledních hodin kultivace kmene C. capitatum je patrný přesun karotenoidů 
II do prostoru cytoplazmatické membrány (Obr. 44). Kofaktory znázorněné modrou barvou 
jsou lokalizovány v blízkém okolí ER. Převažující koncentrace oxidovaných forem naznačuje 
stacionární fázi růstu kultury, kdy již značně převládá anabolická stránka metabolismu. 
Karotenoidy jsou poté koncentrovány ve velkých lipidických granulích, které vyplňují značnou 
část prostoru buňky. 
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4.4.2 FLIM analýza a S. pararoseus v průběhu fermentace 
 
Obr. 45 FLIM snímky S. pararoseus v 6. hodině kultivace, karotenoidy II – červeně, karotenoidy I – 
modře, kofaktory – zeleně 
 
Snímky z počátečních hodin ukazují (Obr. 45), že v porovnání se snímky kmene  
C. capitatum je intenzita fluorescence nižší a není zde žádné viditelné vnitrobuněčné 
rozlišení.  Buňky se nacházejí v exponenciální fázi růstu, kdy sledované molekuly jsou 
lokalizovány v převážné míře v ER. 
 
 
Obr. 46 FLIM snímky S. pararoseus v 21. hodině kultivace, karotenoidy II – červeně, karotenoidy I– 




 Snímky kultivace z 21. hodiny ukazují výraznou změnu v porovnání s počátkem kultivace 
(Obr. 46). Na snímcích je rozeznatelná vnitrobuněčná struktura. Karotenoidy znázorněné 
modrou barvou jsou lokalizovány po obvodu buňky a v granulích rostoucích 
v mezimembránovém prostoru ER. Karotenoidy II jsou lokalizovány po obvodu 
cytoplazmatické membrány a dále také ve větší míře v ER. Kofaktory jsou rovnoměrně 
rozloženy v celém objemu buňky. Celková intenzita fluorescence je více než 2x větší než u 
C. capitatum, díky zvýšenému množství karotenoidů II a koenzymů. Na druhou stranu však 
vysoká hodnota směrodatné odchylky intenzity fluorescence ukazuje na velkou variabilitu 
v rámci buněčné populace. 
 
 
Obr. 47 FLIM snímky S. pararoseus ve 30. hodině kultivace, karotenoidy II – červeně, karotenoidy I – 
modře, kofaktory –zeleně 
 
 Na snímcích (Obr. 47) lze vidět pokračující trend vnitrobuněčné strukturalizace. Zvýšená 
koncentrace kofaktorů lokalizovaných v převažující míře v mitochondriích a ER naznačuje 
zvýšenou aktivitu buněčného metabolismu. Zastoupení karotenoidů II v mitochondriích se 
zvětšilo v porovnání s předchozím vzorkem. Karotenoidy jsou stále spíše rozptýlené 
v prostoru buňky, dochází však k tvorbě malých lipidických granulí. Dále se zvýšila 
směrodatná odchylka, která se zvýšila na 63,6 % průměru (Tab. 22), což ukazuje stále na 
vysokou variabilitu v buněčné populaci. Ve vzorku převažují redukované formy kofaktorů. 
 
Tab. 22. Vypočítané průměrné směrodatné odchylky intenzity fluorescence pro jednotlivé časy 
kultivace kmene Sporobolomyces pararoseus 
Čas kultivace 
Smodch. průměru celkové 





 Pro výpočet průměru a směrodatné odchylky intenzity fluorescence byly vzorky z kultivace 




Obr. 48 FLIM snímky S.pararoseus ve 49. hodině kultivace, karotenoidy II – modře,  karotenoidy I – 
zeleně, kofaktory – červeně 
 
 Snímky ze závěru kultivace ukazují na prudký vzestup intenzit fluorescence u všech 
studovaných molekul. Ze snímku je patrná výrazná buněčná strukturalizace, kdy  
karotenoidy I jsou koncentrovány v malých lipidických granulích a ER, na rozdíl od kmene  
C. capitatum, které tvořilo několik velkých granulí v doprovodu s několika menšími granulemi. 
Kofaktory jsou lokalizovány v mitochondriích vyplňujících prostor mezi lipidickými granulemi 
a v ER. Vysoký poměr mezi redukovanou a oxidovanou formou ukazuje na intenzivní 
metabolismus spojený s nadprodukcí karotenoidů. Karotenoidy II jsou lokalizovány 
v mitochondriích a postupně přecházejí do cytoplazmatické membrány spolu s karotenoidy I.  
Ze snímku je také patrné, že si kultura zanechává svůj poměrně vysoký stupeň variability. 
Intenzita fluorescence je přibližně desetkrát větší než v případě kultivace kmene  
C. capitatum.  
 Ze srovnání získaných dat z kultivací obou kmenů vyplývá řada vzájemných rozdílů. 
Kmen C. capitatum  v průběhu kultivace vykazoval nízkou variabilitu buněčné populace, 
která se postupem času snižovala. V případě kmene S. pararoseus  již počáteční vysoká 
variabilita populace mírně narůstala v průběhu celé kultivace. S. pararoseus  zpočátku 
vykazoval nižší rychlost růstu. FLIM analýza také potvrdila větší produkci karotenoidů kmene 
S. pararoseus    znázorněnou na Obr. 36. C. capitatum má tendenci již od počátku kultivace 
produkovat spíše několik velkých lipidických granulí, na rozdíl od velkého množství malých 
granulí přítomných v buňkách S. pararoseus. U obou kmenů byla v závěru kultivace 
pozorována přítomnost karotenoidů I v cytoplazmatické membráně. 
4.4.3 FLIM analýza řas a sinic 
Pro FLIM snímky řas a sinic je charakteristický intenzivní signál fotosystému I (PSI) a 
fotosystému II (PSII) a jejich konformací, které se vzájemně odlišují dobou života. 
Fotosystémy v thylakoidech vyplňují u většiny řas a sinic podstatnou část buněčného 
prostoru, a jsou výrazně viditelné i v klasickém optickém mikroskopu. K změně konformace 
fotosystému dochází při velmi intenzivním osvětlení, kdy přechod do tzv. „uzavřené“ 
konformace chrání fotosystém i samotnou buňku před poškozením. 
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4.4.3.1 Chlamydomonas reinhardtii 
Buňky byly studovány za těchto podmínek:  
Excitační laser 467 nm, emisní filtr 520/35 nm 
Excitační laser 467 nm, emisní filtr 690/70 nm 
 
Obr. 49 FLIM snímky Chlamydomonas renihardtii, excitační laser 467 nm, emisní filtr 520/35 nm 
 
 Obr. 49 znázorňuje výsledky získané s využitím emisního fltltru 520/35 nm. Na druhém 
snímku jsou modrou barvou znázorněny karotenoidy uspořádané do podkovovitého tvaru 
korespondujícího s tvarem buňky, kdy volná plocha je vyplněna kontraktilními vakuolami 
připojenými k dvěma bičíkům. Na třetím snímku jsou růžovou barvou zobrazeny 
fotoreceptory obsahující retylidenové proteiny či flavoproteiny. Na prvním snímku je 




Obr. 50 snímky Chlamydomonas renihardtii, excitační laser 467 nm, emisní filtr 690/70 nm 
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 Snímky pořízené s využitím emisního filtru  690/70 nm poskytují informace o 
fotosystémech přítomných v buňce (Obr. 50). První dva snímky znázorňují lokalizaci 
fotosystému I v buňce, kdy část PS I je přítomna i ve fotoreceptorech. Z porovnání těchto 
snímků se snímky na předchozím obrázku lze konstatovat, že fotoreceptory chlamydomonád 
se vyštěpily z chloroplastů. PS II se v buňce nachází ve dvou konformacích. Zelená barva 
znázorňuje na třetím snímku otevřenou konformaci a modrá ve čtvrtém snímku uzavřenou 
konformaci.  
4.4.3.2 Cyanothece 
Buňky byly studovány za těchto podmínek:  
Excitační laser 510 nm, emisní filtr 550/49 nm 
Excitační laser 510 nm, emisní filtr 690/70 nm 
Excitační laser 470 nm, emisní filtr 520/35 nm 
Excitační laser 467 nm, emisní filtr 550/49 nm 
 
 
Obr. 51 FLIM snímky Cyanothece, Excitační laser 470 nm, emisní filtr 520/35 nm 
 
 Při excitaci zářením o vlnové délce 470 byly ve vzorku pozorovány karotenoidy (červené 
značené) rovnoměrně rozdělené v celém objemu buňky. Zelenou barvou jsou znázorněny 
buněčné cytochromy b a c účastnících se fotosyntetických procesů. Fluorescenční signál 
poskytuje pravděpodobně navázána molekula chlorofylu. Modrou barvou jsou znázorněny 
redukované formy kofaktorů. I v případě kofaktorů a cytochromů je pozorováno rovnoměrné 






Obr. 52 snímky Cyanothece, Excitační laser 510 nm, emisní filtr 690/70 nm 
 
 Na snímcích při excitaci při 510 nm byla pozorována existence obou konformací PS II. 
Modrou barvou je znázorněna otevřená forma a červenou uzavřená konformace. Otevřená 
konformace lokalizována ve velkých „váčcích“ nebyla tolik ovlivněna excitačním zářením, 
jako uzavřená forma, jež ji obklopuje. V buňce nelze rozlišit žádnou formu buněčné 
strukturalizace, spíše to vypadá, že fotosystémy vyplňují celý prostor buňky. Zelenou barvou 
je znázorněn PS I, který je výrazně oddělen od středu buňky obsahující výše zmíněný PS II. 
4.4.3.3 Chlorella vulgaris 
Buňky byly studovány za těchto podmínek:  
Excitační laser 510 nm a 467 nm, emisní filtr 690/70 nm 
 
 
Obr. 53 FLIM snímky Chlorella vulgarit, excitační laser 510 nm, emisní filtr 690/70 nm 
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 Na snímcích excitace při 510 nm je červenou barvou znázorněn PS II v uzavřené 
konformaci. Zelenou barvou je vyznačen PS I. V oblasti PS I byly dle doby života 
identifikovány také karotenoidy. Přítomnost dalších sledovaných molekul, vzhledem k nízké 
intenzitě vzorku, nebyla prokazatelně potvrzena. V případě excitace při 467 nm byla 
potvrzena přítomnost karotenoidů v oblasti PS I a PS II.  
4.4.3.4 Synechococcus nidulans 
Buňky byly studovány za těchto podmínek:  
Excitační laser 467 nm, emisní filtr 690/70 nm 
Excitační laser 467 nm, emisní filtr 520/35 nm 
 
  
Obr. 54 FLIM snímky Synechoccocus nidulans, excitační laser 467 nm, emisní filtr 690/70 nm 
 
 Na prvním snímku je zelenou barvou znázorněn fotosystém I (Obr. 54), který je 
rovnoměrně rozložen po celém povrchu buňky a v cytoplazmatické membráně. K mírnému 
nárůstu koncentrace dochází v těsné blízkosti cytoplazmatické membrány. Na snímcích jsou 
patrné výstupky na vnějším povrchu buňky či malé vakuoly, v kterých byla identifikována 
přítomnost fotosystému II, fykobiliproteinů a většího množství chlorofylu, který zde tvoří 
pravděpodobně určitě formy agregátů. Dle logického očekávání by v těchto poměrně špatně 
chráněných místech na povrchu buňky, neměly být koncentrovány žádné fotosystémy, které 
jsou pro buňku životně důležité. Jedním z možných vysvětlení je, že tyto vakuoly obsahující 
PS II a velká množství chlorofylu, slouží jako určitá forma fotoreceptoru.  
 Druhým z možných vysvětlení tohoto jevu je to, že fotosystém přesunutý více k povrchu 
buňky dokáže zachytit více záření, než v případě jeho lokalizace ve středu buňky. Nedochází 
tak ke ztrátám intenzity záření průchodem buněčnou stěnou a dalšími buněčnými 
strukturami. Výskyt těchto vakuol byl potvrzen i u kmene Cyanothece, dosud však nebyla 






Obr. 55 FLIM snímky Synechoccocus nidulans, excitační laser 510 nm, emisní filtr 520/35 nm 
 
 Následující snímky zobrazují výsledky při použití emisního filtru 520/35 (Obr. 55), kdy 
modrou barvou je znázorněna rovnoměrná koncentrace kofaktoru NADPH v buňce a zelenou 
barvou cytochromy b a c. V porovnání s předchozími snímky na obr. 54, nejsou zde 
pozorovány vakuoly, lze tedy konstatovat, že neobsahují žádnou formu karotenoidů. 
4.4.3.5 Desmodesmus acutus 
Buňky byly studovány za těchto podmínek:  
Excitační laser 467 nm, emisní filtr 690/70 nm 
Excitační laser 467 nm, emisní filtr 520/35 nm 
 
 




 Na snímcích (Obr. 56) je zřetelná vnitrobuněčná organizace, kdy červenou barvou je 
znázorněn PS II v otevřené konformaci, na nějž těsně navazuje PS I znázorněný zelenou 
barvou na posledním obrázku. Na čtvrtém snímku v sérii jsou znázorněny karotenoidy, jež 




Obr. 57 FLIM snímky Desmodesmus acutus, excitační laser 467 nm, emisní filtr 520/35 nm 
 
 S využitím emisního filtru 520 nm byly ve vzorku pozorovány karotenoidy znázorněné 
červenou barvou, které jsou lokalizovány v obou fotosystémech, ve větší míře pak ve 
fotosystému I. Zelenou barvou jsou znázorněny kombinace cytochromů a klastry 
karotenoidů, které mají odlišné fluorescenční chování dané rozdílným prostředím 
v porovnání s výše zmiňovanými volnými karotenoidy. 
4.5 Produkce lipidů 
Pro analýzu produkce lipidů studovanými kmeny v průběhu jednotlivých kultivací byly využity 
chromatografické techniky. Vzorky biomasy byly zpracovány a extrahované lipidy 
transesterifikovány dle postupu uvedeného v kapitole 3.6.1.  Získané methylestery mastných 
kyselin (FAME) byly poté analyzovány plynovým chromatogramem TRACE GC s FID 
detekcí. Separace probíhala na kapilární koloně DB-23 o rozměrech 60 m x 0,25 mm x 
0,25 μm. Získaná data byla zpracována v programu TRACE. Pro kvalitativní a kvantitativní 
stanovení byly využity standardy jednotlivých mastných kyselin, kdy na základě známé 
koncentrace standardu a plochy píku standardu a vzorku byla vypočítána koncentrace 
jednotlivých kyselin ve vzorku. Tabulka použitých standardů je uvedena v příloze (kap. 8.2)  
(Tab. 26).  Pro stanovení hmotností lipidů byla vypočítaná látková množství mastných kyselin 
převedena na hmotnost glycerolu a poté na celkový obsah lipidů ve vzorku. 
4.5.1 Produkce lipidů v průběhu růstových křivek kvasinek 
V průběhu kultivace a stanovování růstových křivek byly odebírány vzorky na stanovení 
lipidů. Z každé kultivace byly odebrány 4 vzorky pokrývající celou dobu experimentu. 






Tab. 23. Produkce lipidů vybranými kmeny kvasinek v průběhu růstových křivek 
Vzorek m (g) c [g/l] biomasa [g/l] % obsah 
CI_GLUKM_48H 0,0067 0,1671 3,419 4,89 
CI_GLUKM_82H 0,0073 0,1836 4,611 3,98 
CI_GLUKM_122h 0,0053 0,1329 5,315 2,50 
CI_GLUKM_148H 0,0039 0,0984 5,689 1,73 
CI_LIPM_48H 0,0043 0,1066 3,302 3,23 
CI_LIPM_82H 0,0200 0,5005 3,567 14,03 
CI_LIPM_122H 0,0044 0,1112 4,903 2,27 
CI_LIPM_148H 0,0122 0,3060 5,096 6,01 
RG_GLUKM_50H 0,0025 0,0626 4,833 1,30 
RG_GLUKM_96H 0,0066 0,1639 6,147 2,67 
RG_GLUKM_120H 0,0058 0,1450 6,253 2,32 
RG_CLUKM_145H 0,0125 0,3128 6,435 4,86 
RG_LIPM_50H 0,0013 0,0313 4,290 0,73 
RG_LIPM_96H 0,0015 0,0386 5,058 0,76 
RG_LIPM_120H 0,0025 0,0619 6,316 0,98 
RG_LIPM_145H 0,0028 0,0708 6,662 1,06 
SM_GLUKM_48H 0,0017 0,0415 1,310 3,17 
SM_GLUKM_72H 0,0031 0,0774 1,908 4,06 
SM_GLUKM_121H 0,0020 0,0493 2,041 2,42 
SM_GLUKM_144H 0,0044 0,1103 2,786 3,96 
SM_LIPM_48H 0,0002 0,0039 0,942 0,42 
SM_LIPM_72H 0,0079 0,1978 1,604 12,33 
SM_LIPM_121H 0,0030 0,0757 2,249 3,37 
SM_LIPM_144H 0,0026 0,0651 2,637 2,47 
SP_GLUKM_50H 0,0009 0,0236 4,094 0,58 
SP_GLUKM_96H 0,0085 0,2113 5,771 3,66 
SP_GLUKM_120H 0,0279 0,6980 5,584 12,50 
SP_GLUKM_145H 0,0088 0,2188 5,758 3,30 
SP_LIPM_50H 0,0005 0,0127 2,836 0,45 
SP_LIPM_96H 0,0036 0,0910 5,576 1,63 
SP_LIPM_120H 0,0045 0,1123 5,476 2,05 
SP_LIPM_145H 0,0117 0,2929 5,642 5,19 
  
 Ze získaných dat (Tab. 23) je patrné rozdílné chování jednotlivých kmenů v prostředích 
médií s rozdílným poměrem C/N. Kmeny C. infirmominiatum a S. metaroseus produkovaly 
největší množství lipidů v lipidovém médiu s maximy v 80. hodině a poté dochází k snížení 
obsahu lipidů způsobeným jejich spotřebováváním samotnými kvasinkami ve stacionární 
fázi. Opačné chování vykazovaly kmeny R. glutinis a S. pararoseus, kdy největších výtěžků 
bylo dosaženo v glukózovém médiu ve stacionární fázi na konci experimentu. Kontrast 
v rozdílné produkci lipidů mezi velmi blízkými zástupci rodu Sporobolomyces dále potvrzuje 
fakta získaná analýzou karotenoidů v kapitole 4.2.2. Tyto data poukazují na evolučně 




4.5.2 Produkce lipidů kvasinkami  za oxidačního stresu 
Podobně jako v případě produkce karotenoidů byl studován vliv oxidačního stresu i na 
produkci lipidů u vybraných kmenů kvasinek S. pararoserus, S. metaroseus a dvou kmenů  
R. glutinis.  
 
Tab. 24. Produkce lipidů vybraných kmenů kvasinek v oxidačním stresu 
Vzorek m (g) c [g/l] biomasa [g/l] % obsah 
RGn_GLUM_2mMH2O2 0,0013 0,0330 2,760 1,19 
RGn_GLUM_5mMH2O2 0,0022 0,0561 4,962 1,13 
RGn_GLUM_VZD 0,0049 0,1218 5,995 2,03 
RGn_LIPM_2mMH2O2 0,0034 0,0855 3,269 2,62 
RGn_LIPM_5mMH2O2 0,0030 0,0759 1,932 3,93 
RGn_LIPM_VZD 0,0062 0,1542 5,137 3,00 
RGs_GLUM_2mMH2O2 0,0011 0,0287 3,391 0,85 
RGs_GLUM_5mMH2O2 0,0025 0,0635 3,543 1,79 
RGs_GLUM_VZD 0,0011 0,0265 4,460 0,59 
RGs_LIPM_2mMH2O2 0,0013 0,0337 3,462 0,97 
RGs_LIPM_5mMH2O2 0,0045 0,1113 3,391 3,28 
RGs_LIPM_VZD 0,0034 0,0838 7,175 1,17 
SM_GLUM_2mMH2O2 0,0088 0,2188 6,622 3,30 
SM_GLUM_5mMH2O2 0,0030 0,0754 6,927 1,09 
SM_GLUM_VZD 0,0054 0,1343 7,022 1,91 
SM_LIPM_2mMH2O2 0,0086 0,2157 3,780 5,71 
SM_LIPM_5mMH2O2 0,0029 0,0719 3,966 1,81 
SM_LIPM_VZD 0,0036 0,0898 5,674 1,58 
SP_GLUM_2mMH2O2 0,0024 0,0597 5,811 1,03 
SP_GLUM_5mMH2O2 0,0070 0,1755 4,889 3,59 
SP_GLUM_VZD 0,0038 0,0959 7,356 1,30 
SP_LIPM_2mMH2O2 0,0021 0,0519 7,152 0,73 
SP_LIPM_5mMH2O2 0,0124 0,3106 7,265 4,28 
SP_LIPM_VZD 0,0021 0,0536 5,237 1,02 
 
 Znázorněné výsledky ukazují mírný nárůst množství biomasy ve v kontrolních 
vzdušněných láhvích oproti uzavřeným láhvím použitým v růstových křivkách, a to v obou 
typech média u všech studovaných kmenů. Provzdušňování kultury tedy prospívá vybraným 
kmenům v produkci lipidů i karotenoidů. Všechny kmeny produkovaly více lipidů v lipidovém 
médiu, ve kterém pravděpodobně větší koncentrace glukózy umožnila lépe se adaptovat na 
podmínky oxidačního stresu. V glukózovém médiu produkce lipidů spíše klesala. V případě 
studovaných kmenů R. glutinis nebyly pozorovány výrazné odlišnosti v produkci a chování za 
jednotlivých podmínek. U rodu kmenů S. pararoseus a S. metaroseus byl pozorován pouze 
rozdíl v produkcích lipidů v médiích s rozdílnou koncentrací peroxidu vodíku. Kmen  
S. pararoseus produkoval větší množství lipidů v médiu s nejvyšší zvolenou koncentrací 
peroxidu vodíku, naopak kmen S. metaroseus lépe produkoval lipidy v médiu s nižší 





4.5.3 Produkce lipidů v průběhu kultivací ve fermentorech 
Pro porovnání výtěžnosti produkce lipidů byly odebrány a stanoveny vzorky z jednotlivých 
kultivací ve fermentorech. 
 









CC2_FER_24H_100L 0,00051 0,013 5,1695 0,25 
CC2_FER_48H_100L 0,00045 0,011 6,3070 0,22 
SP_FER_48H_4L 0,00406 0,102 31,7273 0,32 
CC2_FER_48H_4L 0,00238 0,059 26,5831 0,22 
 
 Výtěžnost produkce lipidů ve 4 l a 100 l fermentoru je v případě kmene C. capitatum  
shodná. Nedochází tedy k výrazným ztrátám v produkci lipidů ani ve scale-up procesu. 
Celkově nízká produkce lipidů v porovnání s laboratorní kultivací je způsobená rozdílnými 
podmínkami v průběhu kultivace, kdy ve fermentorech byly kultury intenzivně 
provzdušňovány a míchány. Zvýšený přístup kyslíku zrychlil metabolismus a energetické 
nároky buněk spojené ještě se stále probíhajícím intenzivním dělením. Buňky tedy utilizovaly 
jak glukózu, tak i vlastní zásoby energie ve formě lipidů. Druhým faktorem je složení média, 
kde nízký poměr C/N u studovaných kmenů iniciuje spíše nadprodukci karotenoidů než 
lipidů. 
 Z porovnání všech výsledků produkce lipidů vyplývá velmi nízké procentové zastoupení 
lipidů v sušině. Na základě porovnání s daty získanými v jiných pracích, kde se výtěžek 
pohyboval v desítkách procent [67]. Tento fakt je dán celým novým metodickým postupem 
použitým pro extrakci a analýzu lipidů. V případě extrakce, kdy jsou buňky dezintegrovány 
tloučkem v prostředí methanolu a chloroformu, je efektivita dezintegrace závislá na stavu 
buněk. Obsahují-li buňky silnou vrstvu buněčné stěny a dalších glykoproteinových obalů, je 
efektivita dezintegrace snížena. Druhým faktorem způsobujícím nízké procentuální výtěžky 
je proces transesterifikace, kdy doba trvání procesu 8 min je nedostačující pro zajištění 
dobrých výsledků. Použita metoda vyžaduje optimalizaci založenou na minimalizaci vody ve 
vzorku lyofylizací. Dále změnou poměru rozpouštědel čí počtu opakování extrakce a úpravy 
transesterifikačního procesu. I přesto metoda poskytuje zajímavé a validní informace o 
charakteru chování studovaných mikroorganismů a jejich produkčních vlastností v 
jednotlivých médiích a podmínkách. 
4.5.4 Analýza profilu mastných kyselin 
Na základě retenčních časů standardů byly identifikovány jednotlivé methylestery mastných 
kyselin a získány profily mastných kyselin ve vzorcích. Vzhledem k faktu, že v průběhu 
konečné fáze analýzy nedocházelo k separaci a identifikaci žádných methylesterů mastných 
kyselin a v počáteční fázi docházelo pouze k eluci rozpouštědla, byly tyto okrajové části 
spekter zanedbány. Vzhledem k velkému množství spekter, jsou níže zobrazeny 
reprezentativní příklady kmene R. glutinis (Obr. 58, 59, 60, 61). Ukázka neupraveného 




Obr. 58 RG_GLUKM_50H – Profil mastných kyselin kmene R. glutinis 20-7-26 v průběhu růstové 
křivky v glukózovém médiu v 50. hodině kultivace 
 
 
Obr. 59 RG_GLUKM_96H - Profil mastných kyselin kmene R. glutinis 20-7-26 v průběhu růstové 




Obr. 60 RG_GLUKM_120H - Profil mastných kyselin kmene R. glutinis 20-7-26 v průběhu růstové 
křivky v glukózovém médiu ve 120. hodině kultivace 
 
 
Obr. 61 RG_LIPM_120H - Profil mastných kyselin kmene R. glutinis 20-7-26 v průběhu růstové křivky 




 Ze spekter je patrné, že hlavní procentuální zastoupení matných kyselin v lipidech 
kvasinky R. glutinis tvoří kyselina palmitová a kyselina olejová. Na počátku růstu je profil 
mastných kyselin poměrně úzký a jsou zde přítomny jen základní mastné kyseliny, jako 
kyseliny palmitová, stearová a olejová. V průběhu růstu se s rostoucím množstvím lipidů 
profil mastných kyselin ve vzorku rozšiřuje.  
 Je to dáno tím, že na počátku měření, kdy se buňky nacházely na vrcholu exponenciální 
fáze, jsou lipidy intenzivně využívány v energetickém metabolismu. S přechodem do 
stacionární fáze katabolismus lipidů ustává a začíná převládat anabolická dráha syntézy 
mastných kyselin. Jak již bylo zmíněno, R. glutinis  dosahuje největších výtěžků lipidů 
v glukózovém médiu (kap. 4.5.1), proto je také ve vzorcích z tohoto média identifikováno více 
druhů mastných kyselin. Vlivem oxidačního stresu nedochází k výrazným změnám 
v zastoupení jednotlivých mastných kyselin ve spektrech. S přibývajícími hodinami kultivace 
jsou ve spektrech identifikovány mastné kyseliny s kratší délkou uhlíkového řetězce, než 
kyselina palmitová. To je pravděpodobně způsobeno metabolickými rozklady zástupců MK 
s delším uhlíkovým řetězcem, nebo přítomností těchto kratších mastných kyselin v jiných 
metabolických drahách buněk. 
 Stejná charakteristika spekter byla pozorována i u jiných studovaných kmenů, kdy větší 






Cílem práce koncipované jako porovnávací studie bylo prostudovat produkční vlastnosti 
vybraných kmenů karotenogenních kvasinek, řas a sinic, z hlediska produkce a možné 
regulace produkce karotenoidů, lipidů, ergosterolu a ubichinonu a na základě získaných dat 
vybrat nejvhodnější kmen či kmeny pro biotechnologickou produkci sledovaných látek. 
Z kvasinek byly prostudovány rody Sporobolomyces, Rhodotorula a Cystofilobasidium. Z řas 
a sinic bylo studovány kmeny Cyanothece, Desmodesmus acutus, Chlorella vulgaris, 
Chlamydomonas reinhardtii a Syenchococcus nidulans. Koncentrace sledovaných metabolitů 
u kvasinek byla sledována také v přítomnosti stresových podmínek (oxidační stres, nutriční 
stres). 
 V experimentální části byly u kvasinek Sporobolomyces pararoseus, Sporobolomyces 
metaroseus, Rhodotorula glutinis a Cystofilobasidium infirmominiatum stanoveny kompletní 
růstové křivky a analyzována produkce vybraných metabolitů v průběhu celé růstové křivky. 
Zde bylo zjištěno, že všechny kmeny vykazují charakteristická dvojitá maxima exponenciální 
fáze.  Kultivace byly provedeny na dvou typech média s rozdílným poměrem C/N. V médiu 
s nižším poměrem C/N bylo dosaženo největších výtěžku karotenoidů a lipidů u kmene 
Sporobolomyces pararoseus. V případě média s vyšším poměrem C/N se jako 
nejefektivnější prokázaly kmeny Cystofilobasidium infirmominiatum a Rhodotorula glutinis.   
 Byla provedena rovněž série kultivací v podmínkách oxidačního stresu. Bylo zjištěno, že 
přítomnost aktivních kyslíkových forem v médiu má pozitivní vliv na produkci karotenoidů, 
kde byla také pozorována zvýšena koncentrace lykopenu v porovnání s klasickou kultivací a 
dále také na přítomnost dalších zástupců karotenoidů. Vlivem oxidačního stresu došlo 
v glukózových médiích k snížení a v lipidových médiích k zvýšení výtěžku lipidů. Při sérii 
kultivací na syrovátce, jako možném odpadním substrátu, prokázaly kvasinky schopnost 
asimilovat tento zdroj uhlíku a dusíku. Výtěžnost těchto kultivací byla mírně zvýšená 
v porovnání s klasickou kultivací.  
 V rámci scale-up procesu byly provedeny též fermentorové kultivace pro studium 
produkčních vlastností vybraných kmenů kvasinek. Ze získaných dat je patrné, že dochází 
k značně zvýšené rychlosti růstu kultur. V porovnání s laboratorními kultivacemi byla u obou 
kmenů pozorována zvýšená produkce karotenoidů a biomasy. V případě kmene C. 
capitatum byla produkce karotenoidů vyšší než v 4 l fermentoru, a to zřejmě díky vyšší 
intenzitě osvětlení dané vnitřním zdrojem světla. Na druhou stranu však byla produkce lipidů 
nižší než v kontrolních laboratorních kultivacích. Ze získaných dat lze předpokládat, že při 
prodloužení kultivace o 10 až 20 hodin by došlo k výraznému nárůstu koncentrace 
karotenoidů a výtěžek by se pohyboval na hodnotě přibližně 2 mg/g sušiny.  
 Vybrané kmeny kvasinek i řas byly analyzovány fluorescenční mikroskopií s proměnnou 
dobou života fluoroforů. V průběhu analýzy vzorků z fermentorových kultivací kvasinek byly 
na základě rozdílné doby života identifikovány dvě formy karotenoidů. První formou jsou 
volné karotenoidy lokalizované v pozdních fázích růstu převážně v lipidických granulích. 
Druhou formou jsou vázané karotenoidy, které se v raných fázích kultivací koncentrují v ER a 
mitochondriích, postupně poté přecházejí intracelulárním transportem do cytoplazmatické 
membrány.  Z těchto dat byl získán celkový obraz vývoje, produkce a lokalizace jednotlivých 
metabolitů v průběhu růstu. FLIM analýza buněk řas a sinic poskytla informace o rozložení a 
uspořádání fotosystémů I a II v buňkách a také o lokalizaci cytochromu b a c a jejich úloze 
v elektrontransportních řetězcích fotosystémů. Karotenoidy sloužící jako anténní barviva byly 
identifikovány jak v prostoru fotosystému I, tak i fotosystému II. Při studiu sinice 
Synechococcus nidulans  byly objeveny váčky na povrchu buňky, které byly vyplněny klastry 
chlorofylu a fotosystémem II. Tyto váčky pravděpodobně slouží jako jakási primitivní forma 
fotoreceptorů, umožňující řízenou fototaxi buněk. 
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 Řasy a sinice byly kultivovány v klasickém médiu bez využití stresových podmínek. Byla 
pozorována nízká rychlost růstu kultury a malé výtěžky sledovaných látek v porovnání 
s kvasinkami. U kmene Chlamydomonas  reinhardtii bylo dosaženo vysokého procentuálního 
zastoupení lipidů, výše zmíněná nízká rychlost růstu a malá produkce biomasy však limitují 
využití tohoto kmene v průmyslu. Vyšší nároky na vzdušnění, sterilitu média a osvětlení 
komplikují možnosti uplatnění řas v biotechnologiích. Na druhou stranu je jejich výhodou 
autotrofie, kdy není potřeba externě dodávat zdroj uhlíku.  
 Z řady faktů vyplývajících ze srovnání dat získaných v předložené práci lze konstatovat, 
že lepší variantou pro biotechnologickou produkci karotenoidů, sterolů, ubichinonu a dalších 
metabolitů je využití karotenogenních kvasinek, zejména kmenů S. pararoseus, C. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
PUFA – Polynenasycené mastné kyseliny 
IPP  – Isopentenylpyrofosfát 
DMAPP  – Dimethylallylpyrofosfát 
HMG-CoA – β-hydroxy-methylglutaryl-CoA  
GPP  – Geranylpyrofosfát 
GGPP  – Geranylgeranylpyrofosfát 
DNA – Deoxyribonukleová kyselina 
ACP – Acyl carier protein, protein nesoucí acylový zbytek 
HPLC  – Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
UV  – Ultrafialové záření 
PDA  – Detektor diodového pole 
GC – Plynová chromatografie 
FID – plamenově ionizační detektor 
GB  – Velká Británie 
SRN  – Spolková republika Německo 
ČR  – Česká Republika 
FCH – Fakulta chemická 
OD – Optická hustota, turbidita 
ER – Endoplazmatické retikulum 
CM – Cytoplazmatické membrána 
ATP – Adenosyl trifosfát 
PS I – Fotosystém I 





8.1 Růstové charakteristiky a kalibrační závislosti kvasinkových kmenů  
S. pararoseus, S. metaroseus, R. glutinis a C. infirmominiatum 
 
 
Obr. 62 Graf kalibrační závislosti Sporobolomyces pararoseus CCY 19-9-6, glukózové médium 
 
 
Obr. 63 Graf kalibrační závislosti Sporobolomyces pararoseus CCY 19-9-6, lipidové médium 
 
 
y = 0,1496x + 0,0786 












Kalibrační závislost absorbance na množství sušiny 
Sporobolomyces pararoseus 19-9-6, glukózové médium 
y = 0,1504x + 0,0464 












Kalibrační závislost absorbance na množství sušiny 




Obr. 64 Graf kalibrační závislosti Sporobolomyces metaroseus CCY 19-9-20, glukózové médium 
 
 
Obr. 65 Graf kalibrační závislosti Sporobolomyces metaroseus CCY 19-9-20, lipidové médium 
 
y = 0,1769x - 0,0001 












Kalibrační závislost absorbance na množství sušiny 
Sporobolomyces metaroseus 19-9-20, glukozové médium 
y = 0,2338x - 0,0048 













Kalibrační závislost absorbance na množství sušiny 




Obr. 66 Graf kalibrační závislosti Rhodotorula glutinis CCY 20-7-26, glukózové médium 
 
 
Obr. 67 Graf kalibrační závislosti Rhodotorula glutinis CCY 20-7-26, lipidové médium 
 
y = 0,1317x + 0,1125 












Kalibrační závislost absorbance na množství sušiny 
Rhodotorula glutinis 20-7-26, glukózové médium 
 
y = 0,1185x + 0,1816 












Kalibrační závislost absorbance na množství sušiny 




Obr. 68 Graf kalibrační závislosti Cystofilobasidium infirmominiatum CCY 17-18-4, glukózové médium 
 
 





y = 0,1392x - 0,0089 
















Kalibrační závislost absorbance na množství sušiny 
Cystofilobasidium infirmominiatum 17-18-4, glukózové médium 
 
y = 0,1661x + 0,0376 
















Kalibrační závislost absorbance na množství sušiny 




Obr. 70 Graf růstové charakteristiky Rhodotorula glutinis CCY 20-7-26 
 
 

















Závislost nárustu biomasy na čase Rhodotorula glutinis  
















Závislost nárustu biomasy na čase Cystofilobasidium infirmominiatum 
Glukózové médium Liidové médium 
96 
 
8.2 Analýza lipidů 













máselná C4:0 13,39 0,04 367958 
kapronová C6:0 18,28 0,04 2825843 
kaprylová C8:0 21,68 0,04 3466573 
kaprinová C10:0 24,15 0,04 3824882 
undekanová C11:0 25,26 0,02 2083691 
laurová C12:0 26,39 0,04 4363197 
tridekanová C13:0 27,59 0,02 2160471 
myristová C14:0 28,99 0,04 5142349 
myristolejová C14:1 n9c 29,72 0,02 2165183 
pentadekanová C15:0 30,61 0,02 2198462 
cis-10-pentadecenová C15:1 31,55 0,02 2002343 
palmitová C16:0 32,63 0,06 11862097 
palmitolejová C16:1 n9c 33,35 0,02 2204918 
heptadekanová C17:0 34,61 0,02 1951607 
cis-10-heptadecenová C17:1 35,41 0,02 1855260 
stearová C18:0 36,79 0,04 6146507 
elaidová C18:1 n9t 37,20 0,02 2123704 
olejová C18:1 n9c 37,56 0,04 12419087 
linolelaidová C18:2n6t 38,04 0,02 1732572 
linolová C18:2n6c 38,86 0,02 5671779 
γ-linolenová C18:3n6 39,69 0,02 1789686 
linolenová C18:3n3 40,60 0,02 1986463 
arachová C20:0 42,02 0,04 3477495 
cis-11-eicosenová C20:1 43,03 0,02 2041954 
cis-11,14-eicosadienová C20:2 44,97 0,02 1641102 
heneicosanová C21:0 45,38 0,02 1676667 
cis-8,11,14-eicosatrienová C20:3n6 46,24 0,02 1632369 
arachidonová C20:4n6 47,10 0,02 1269034 
cis-11,14,17-eicosatrienová C20:3n3 47,58 0,02 1405360 
cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenová C20:5n3 49,54 0,02 3310808 
behenová C22:0 50,04 0,04 1303750 
eruková C22:1n9 51,03 0,02 1683480 
cis-13,16-docosadienová C22:2 53,00 0,02 1489194 
tricosanová C23:0 53,26 0,02 1614542 
lignocerová C24:0 56,70 0,04 3029313 
cis-4,7,10,13,16,19-
docosahexaenová 
C22:6n3 57,97 0,02 1501724 
nervonová C24:1 58,31 0,02 867969 
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Obr. 72 SP_GLUKM_120H  - naměřené GC spektrum Sporobolomyces pararoseus ve 120 hodine 
kultivace v glukózovém médiu 
